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Referat:
Schwannzellen sind die myelinisierenden Zellen des peripheren Nervensystems, die auch 
eine Rolle bei Entzündungs- und Regenerationsprozessen spielen. Diese Arbeit 
beschäftigt sich mit der Bedeutung der Chemokinrezeptoren CXCR4 und CXCR7 bei der 
SDF-1-abhängigen Signalübermittlung in der Schwannzelllinie RN22. 
Mittels PCR, Western-Blotting und FACS erfolgte zunächst ein Expressionsnachweis der 
Chemokinrezeptoren. Anschließend wurde mittels Western-Blotting festgestellt, dass eine 
Behandlung mit SDF-1 zu einer Aktivierung der intrazellulären Signalkinasen Erk1/2, p38 
und Akt führt. Für PKC ζ/λ wurde kein Effekt beobachtet. Durch Einsatz der spezifischen 
Antagonisten für CXCR4 (AMD3100) und CXCR7 (CCX733) konnten diese Effekte 
blockiert werden. Die Ergebnisse legen nahe, dass beide Rezeptoren ihren Liganden 
binden müssen, damit ein intrazellulärer Effekt auftritt. Ähnliches gilt auch für die SDF-1-
abhängige Migration von RN22-Zellen, die ebenfalls bereits durch einen der beiden 
Antagonisten unterbunden werden kann.
1 Seitenzahl insgesamt
2 Zahl der im Literaturverzeichnis ausgewiesenen Literaturangaben







 1.1  Zytokine............................................................................................... 1
 1.2  Chemokine...........................................................................................2
 1.3  Chemokinrezeptoren........................................................................... 4
 1.4  Chemokine im peripheren und zentralen Nervensystem..................... 5
 1.5  CXCL12/SDF-1.................................................................................... 6
 1.6  CXCR4.................................................................................................6
 1.7  CXCR7.................................................................................................9
 1.8  Schwannzellen.....................................................................................11
 1.9  Fragestellung dieser Arbeit.................................................................. 12
2. Material und Methoden...................................................................................... 13
 2.1. Materialien........................................................................................... 13
 2.1.1. Zelllinie..................................................................................... 13
 2.1.2. Verbrauchsmaterialien..............................................................13
 2.1.3. Geräte...................................................................................... 14
 2.1.4. Chemikalien..............................................................................16
 2.1.5. Antikörper................................................................................. 17
 2.1.6. Primersequenzen..................................................................... 18
 2.2. Lösungen und Rezepte........................................................................18
 2.3. Methoden.............................................................................................23
 2.3.1. Zellkultur................................................................................... 23
 2.3.2. RNA-Isolierung......................................................................... 24
 2.3.3. Fotometrische RNA-Bestimmung.............................................24
 2.3.4. Reverse Transkription.............................................................. 25
IV                                                                                                                                 Inhaltsverzeichnis  
 2.3.5. Semiquantitative Polymerase-Kettenreaktion (PCR)............... 25
 2.3.6. Agarosegel-Elektrophorese......................................................26
 2.3.7. Proteinisolierung.......................................................................26
 2.3.8. Western Blotting....................................................................... 27
 2.3.9. Signalwegsuntersuchung......................................................... 28
 2.3.10. Durchflusszellsortierung......................................................... 28
 2.3.11. Migrationsassay...................................................................... 29
 2.3.12. Statistische Auswertung......................................................... 30
3. Ergebnisse.......................................................................................................... 31
 3.1. Expression auf RNA-Ebene.................................................................... 31
 3.2. Expression auf Proteinebene.................................................................. 33
 3.3. Nachweis an der Zelloberfläche............................................................... 34
 3.4. Aktivierung intrazellulärer Signalwege.................................................... 34
 3.5. Differenzierte Untersuchung der SDF-1-Effekte auf intrazelluläre 
Signalwege.............................................................................................. 39
 3.6. Untersuchung des Migrationsverhaltens.................................................. 44
4. Diskussion...........................................................................................................47
4.1. Verwendete Methoden............................................................................ 47
4.2. Expressionsnachweis...............................................................................48
4.3. SDF-1-induzierte Signalwege.................................................................. 49
4.4. Rolle von CXCR4 und CXCR7 bei der SDF-1-abhängigen 
Signalvermittlung..................................................................................... 56







8.2. Erklärung über die eigenständige Abfassung der Arbeit......................... 80
8.3. Lebenslauf............................................................................................... 81DO





BDNF brain derived neurotrophic factor







DNA deoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsäure
dNTP Desoxynukleosidtriphosphat
DTT Dithiotreitol
EDTA Ethylene-diamine-tetraacetic acid, Ethylendiamintetraessigsäure
ERK extracellular signal-regulated kinase
FGF fibroblast growth factor
GTP Guanosintriphosphat









MASH mammalian achaete / scute homologue
mRNA messenger RNA
NGF Nerve growth factor
NMSC nonmyelinating schwann cells, nicht myelinisierende Schwannzellen
VI                                                                                                                        Abkürzungsverzeichnis  
NT Neurotropin







RNA ribonucleic acid, Ribonukleinsäure
RT Reverse Transkription
RT-QPCR Real time quantitative polymerase chain reaction
SDS Sodiumdodecylsulfat
SDF-1 stromal cell derived factor 1
siRNA small interfering RNA






Tab. 1: Verbrauchsmaterialien 13
Tab. 2: Geräte 14
Tab. 3: Chemikalien 16
Tab. 4: Antikörper 17
Tab. 5: Primersequenzen 18
Abbildungsverzeichnis                                                                                                                        VII  
Abbildungsverzeichnis
Abb. 1: Signalkaskade des Chemokinrezeptors CXCR4
Quelle: Busillo, J.M., Benovic, J. L. (2007): Regulation of CXCR4 
signaling. Biochem. Biophys. Acta. 1768(4), 952-963.
8
Abb. 2: Boyden-Kammer 29
Abb. 3: Schema eines Reaktionsraumes 29
Abb. 4: Nachweis von CXCR4 und CXCR7 auf RNA-Ebene 32
Abb. 5: Nachweis von CXCR4 und CXCR7 durch Western Blotting 33
Abb. 6: Nachweis von CXCR4 und CXCR7 an der Zelloberfläche 34
Abb. 7: Untersuchung des Effekts von SDF-1 auf die Aktivierung von p38 35
Abb. 8: Untersuchung des Effekts von SDF-1 auf die Aktivierung von Akt 36
Abb. 9: Untersuchung des Effekts von SDF-1 auf die Aktivierung von Erk1/2 37
Abb. 10: Untersuchung des Effekts von SDF-1 auf die Aktivierung von 
PKC ζ/λ
38
Abb. 11: Untersuchung der SDF-1-abhängigen Aktivierbarkeit von p38 mit 
Einsatz von spezifischen Chemokinrezeptorantagonisten
40
Abb. 12: Untersuchung der SDF-1-abhängigen Aktivierbarkeit von Akt mit 
Einsatz von spezifischen Chemokinrezeptorantagonisten
41
Abb. 13: Untersuchung der SDF-1-abhängigen Aktivierbarkeit von Erk mit 
Einsatz von spezifischen Chemokinrezeptorantagonisten
42
Abb. 14: Untersuchung der SDF-1-abhängigen Aktivierbarkeit von PKC ζ/λ 
mit Einsatz von spezifischen Chemokinrezeptorantagonisten
43
Abb. 15: Untersuchung des Migrationsverhaltens in einem SDF-1-Gradienten 
unter Einsatz spezifischer Chemokinrezeptorantagonisten
45
Abb. 16: Signalkaskaden mit den MAP-Kinasen Erk1/2, p38 und JNK
Quelle: Roux, P.P., Blenis, J. (2004): ERK and p38 MAPK-Aktivated 
Ptotein Kinases: a Family of Protein Kinases with Diverse Biological 
Functions. Microbiol. Mol. Biol. Rev. 68, 320-344.
51
Abb. 17: Verschiedene Substrate und Funktionen von PKB/Akt
Quelle: Manning, B. D., Cantley, L. C. (2009): AKT/PKB signaling: 
navigating downstream. Cell 29, 1261-1274.
53
Abb. 18: Steuerung der Differenzierung und Myelinexpression bei 
Schwannzellen mit fraglicher Rolle des CXCR4/CXCR7-Systems
Quelle: modifiziert nach Ogata, T., Iijima, S., Hoshikawa, S., Miura, 
T., Yamamoto, S., Oda, H., Nakamura, K., Tanaka, S. (2004): 
Opposing extracellular signal-regulated kinase and Akt pathways 
control Schwann cell myelination. J. Neurosci. 24, 6724-6732.
54
Abb. 19: Hypothetische Mechanismen der intrazellulären Signaltransduktion 
von CXCR4 und CXCR7
57

1. Einleitung                                                                                                                                           1  
1. Einleitung
1.1. Zytokine
Zytokine sind peptidische Mediatoren mit einem Molekulargewicht zwischen ca. 15 und 25 
kDa. Sie sind beteiligt an der Vermittlung der parakrinen und autokrinen Zellkommunikation 
und werden von verschiedenen Zelltypen synthetisiert (Heinrich et al. 2003). 
Ihre Wirkung entfalten die Zytokine durch die Interaktion mit spezifischen Rezeptoren. Diese 
werden  von  unterschiedlichen  Zelltypen  exprimiert  (Pleiotropismus),  wobei  verschiedene 
Zytokine in der Zielzelle den gleichen Effekt haben können (Redundanz) (Foster 2001).
Die Zytokine lassen sich nach ihrer biologischen Funktion wie folgt einteilen:
Wachstumsfaktoren Regulation von Proliferation und Differenzierung
Interleukine Kontrolle der Entzündungsreaktion, 
Modulation der Immunabwehr, 
Stimulation der Hämatopoese, 
Einleitung der Apoptose
Interferone Einleitung der Virusabwehr,
Proliferationshemmung, 
Einleitung der Apoptose
Chemokine Vermittlung der Zellmigration (Chemotaxis)
Wachstumsfaktoren wie EGF, PDGF oder IGF-1 haben einen proliferativen Effekt auf ihre 
Zielzellen.  Sie  sind  unter  anderem  beteiligt  an  der  Wundheilung,  der  Erythropoese 
(Erythropoetin)  oder  dem  Längenwachstum  des  Skelettes  (IGF-1/  IGF-2)  (Fisher 2003). 
Interleukine  spielen  eine  zentrale  Rolle  bei  der  Immunabwehr.  Hier  werden  pro-
inflammatorische  (IL-1,  TNF  α)  und  antiinflammatorische  Interleukine  (IL-4,  IL-10) 
unterschieden.  IL-6  und  IL-11  können  beide  Funktionen  haben  (Heinrich  et  al.  2003). 
Daneben haben die Interleukine aber auch Einfluss auf die Hämatopoese und die Apoptose 
(Goldspink et al. 2008).
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Interferone  sind  an  verschiedenen  Vorgängen  zur  Virusabwehr  beteiligt.  Sie  hemmen  die 
Virusaufnahme  in  die  Zelle  und  die  Virusreplikation.  Auf  infizierte  Zellen  wirken  sie 
antiproliferativ und proapoptotisch (Heinrich et al. 2003).
Die  Zytokinrezeptoren  werden  nach  der  Art  der  Signaltransduktion  in  3  Hauptgruppen 
unterteilt:  Rezeptor-Tyrosinkinasen,  Rezeptoren  mit  assoziierten  Tyrosinkinasen  und  7-
Transmembrandomän-Rezeptoren (G-Protein-assoziiert) (Heinrich et al. 2003).
Im  Rahmen  von  Entzündungsprozessen  entfalten  die  Zytokine  auch  Wirkung  im 
Zentralnervensystem, wo sie eine Erhöhung der Körpertemperatur, verminderte Appetenz und 
allgemeines Krankheitsgefühl auslösen. Dies geschieht zum einen über direkte Effekte der 
Zytokine im ZNS (s. 2.4.). Zum Anderen beeinflussen sie die Aktivität sensorischer Neurone 
(N. vagus) und vermitteln Effekte in endokrinem Gewebe (z.B. Fettgewebe, Magen) (Guyon 
et al. 2008).
1.2. Chemokine
Der Begriff „Chemokin“, eine Verkürzung von „chemoattractant cytokine“, wurde 1992, beim 
„Third International Symposium on Chemotactic Cytokines“ eingeführt.  Er bezeichnet eine 
Gruppe von Zytokinen, die die Migration von Zellen (Chemotaxis) vermitteln können (Taub 
und Oppenheim 1993). Bereits 1987 wurde von Yoshimura et al. ein Peptid beschrieben, das 
von  Monozyten  produziert  wird,  die  vorher  mit  bakteriellem  Lipopolysaccharid  (LPS) 
behandelt worden waren. Dieses Peptid hatte einen chemotaktischen Effekt auf neutrophile 
Granulozyten und erhielt später den Namen Interleukin-8 (IL-8). Nach heutiger Definition 
bezeichnet „Chemokin“ ein Zytokin mit chemotaktischen Eigenschaften. Chemotaxis ist die 
Beeinflussung der Bewegung einer Zelle durch einen Stoffgradienten. Erfolgt die Bewegung 
eher auf den Ort der höheren Stoffkonzentration zu, so wird der Stoff als  Attractant oder 
Lockstoff bezeichnet. Bewegt sich die Zelle zum Ort der niedrigeren Konzentration, so nennt 
man den Stoff Repellent oder Schreckstoff.
Nach strukturellen Gesichtspunkten lassen sich die Chemokine in vier Subfamilien einteilen: 
Die Chemokine der Subfamilien CX3C, CXC und CC enthalten 4 Cysteine, C-Chemokinen 
nur zwei. Zwischen den ersten beiden Cystein-Resten befinden sich bei CX3C drei andere 
Aminosäuren. Bei Chemokinen der CXC-Subfamilie ist es nur eine Aminosäure, währen bei 
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C-Chemokinen  die  Cysteine  direkt  aneinander  grenzen  (Bajetto  et  al.  2001a).  Nach  der 
IUIS/WHO-Nomenklatur von 2003 werden die Chemokine entsprechend ihrer Subfamilie mit 
CCL1-28,  CXCL1-17,  XCL1-2  und  CX3CL1  bezeichnet.  Außerdem  existieren  für  viele 
Chemokine  noch  andere,  oft  ältere  Namen  (IUIS/WHO Subcommittee  on  Chemokine 
Nomenclature  2003).  Die  Subfamilie  CXC  wurde  weiter  unterteilt  in  Hinsicht  auf  das 
Vorhandensein  eines  Tripeptids  aus  Glutamat,  Leucin  und  Arginin  (ELR).  Entsprechend 
werden die  CXC-Chemokine auch als  CXC-ELR+-Chemokine (z.B.  IL-8,  GRO, ENA-78) 
bzw.  CXC-ELR--Chemokine  (z.B.  IP-10,  MIG,  SDF-1)  bezeichnet  (Bajetto  et  al.  2001a). 
Außer in Säugetieren, bei denen die meisten Chemokine identifiziert wurden, fand man sie 
auch in Vögeln, Amphibien und Fischen (Bajetto et al. 2001a). In Viren und Bakterien wurden 
ebenfalls Chemokine gefunden. Dabei handelt es sich wohl um die Produkte von Genkopien, 
die zur Überwindung des Immunsystems des Wirtsorganismus dienen (molekulares Mimikri) 
(Beisser  et  al.  2008).  Da  Chemokine  bisher  nicht  bei  Wirbellosen  nachgewiesen  werden 
konnten,  wird  vermutet,  dass  die  zelluläre  Signalmediation  über  Chemokine  sich  erst  im 
Laufe der frühen Evolution der Wirbeltiere entwickelt hat (Laing und Secombes 2004).
Wie bereits erwähnt, ist die primäre Funktion der Chemokine die Vermittlung und Steuerung 
der Chemotaxis. Dieser Effekt wurde zuerst bei Leukozyten beobachtet (Walz et al.  1987; 
Yoshimura  et  al.  1987).  Darüber  hinaus  sind  Chemokine  auch  an  einer  Reihe  anderer 
Vorgänge im Rahmen der Entzündungsreaktion beteiligt. So konnte z.B. ihre Beteiligung an 
der Regulation der Differenzierung von Immunzellen nachgewiesen werden (Rottman 1999). 
Außerdem induzieren sie die Expression von Integrin durch das Endothel, was die Emigration 
von  Leukozyten  aus  dem  Blutgefäß  ermöglicht  (McCandless  und  Klein  2007).  Später 
entdeckte man auch die Rolle der CXC-Chemokine bei der Angiogenese und der Chemotaxis 
von Endothelzellen  (Salcedo  und  Oppenheim 2003,  Keeley et  al.  2008).  Bei  Mäusefeten 
konnten  durch  Abschaltung  (knock-out)  des  Chemokinrezeptors  CXCR4 
Entwicklungsstörungen  der  Extremitäten  und  des  ZNS  ausgelöst  werden,  was  auf  eine 
Funktion des Chemokins SDF-1 in der Embryogenese hinweist (Ödemis et al. 2005). Wegen 
ihrer  zentralen  Rolle  bei  der  Entzündungsreaktion  sind  Chemokine  bei  praktisch  allen 
Erkrankungen  mit  entzündlicher  Komponente  beteiligt.  Als  Beispiele  seien  die 
Arteriosklerose  (Boring  et  al.  1998),  die  Multiple  Sklerose  (Cartier  et  al.  2005)  und  die 
Rheumatoide Arthritis (Szekanecz  et al. 2010) genannt.
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1.3. Chemokinrezeptoren
Chemokinrezeptoren gehören zur Gruppe der 7-Transmembrandomän-Rezeptoren und haben 
eine Länge zwischen 340 und 370 Aminosäuren. Ihnen sind einige strukturelle Eigenarten 
gemeinsam. So besitzen sie z.B. alle eine Variation der DRYLAIVHA-Sequenz im zweiten 
intrazellulären  loop  (Bajetto  et  al.  2001a).  Die  meisten  Chemokinrezeptoren  binden  mit 
verschiedener  Affinität  mehrere  Chemokine  der  selben  Subfamilie.  Es  gibt  aber  auch 
Beispiele  für  spezifische  Ligand-Rezeptor-Interaktionen  wie  BCL/CXCR5  oder  SDF-
1/CXCR4.  Ferner  sind  auch  Interaktionen  mit  Nicht-Chemokinen  (z.B.  HIV-1  gp120) 
beschrieben worden (Alkhatib et al. 1996, Feng et al. 1996). 





Die von den verschiedenen Chemokinrezeptoren aktivierten Signalwege sind zahlreich – ein 
Hinweis auf die Vielfalt der biologischen Funktionen der Chemokinfamilie. Allen ist jedoch 
gemeinsam, dass sie nach Bindung des Liganden G-Proteine aktivieren. Diese gehören meist 
zur Bordetella pertussis Toxin-sensitiven Gruppe (Bajetto et al. 2001a). Als weitere Effekte 
der Signaltransduktion wurde eine Abnahme der cAMP-Konzentration durch Hemmung der 
Adenylatcyclase  oder  eine  Aktivierung  der  Phospholipase  C  mit  folgendem  Anstieg  der 
Konzentration  von  IP3 und  Ca2+ beschrieben  (Bajetto  et  al.  2001a).  Ferner  kann  es  zur 
Öffnung von Ionenkanälen oder zur Beeinflussung der Transkription über das JAK/STAT-
System  kommen  (Liu  et  al.  1999,  Mellado  et  al.  1998).   Oft  werden  in  verschiedenen 
Zelltypen  vom  gleichen  Rezeptor  verschiedene  Signalwege  aktiviert,  was  zu 
unterschiedlichen biologischen Effekten führen kann (Palmesino et al. 2006).  Die Bindung 
des  Liganden an  den Rezeptor  löst  außerdem oft  die  Endozytose  des  Rezeptors  und den 
anschließenden  Rücktransport  an  die  Zytoplasmamembran  aus,  ein  Prozess  der  die 
Chemokinsensibilität der Zelle beeinflusst (Fan et al. 2004).
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1.4. Chemokine im peripheren und zentralen Nervensystem
Obwohl  Chemokine  zunächst  fast  ausschließlich  in  Zellen  des  Immunsystems  untersucht 
wurden,  konnten  inzwischen  auch  im  Zentralnervensystem  zahlreiche  Chemokine  und 
Chemokinrezeptoren nachgewiesen werden. Für verschiedene Zelltypen wurde gezeigt, dass 
sie unter pathologischen und physiologischen Bedingungen Chemokine exprimieren (de Haas 
et al. 2007). So sind z.B. CXCL12/SDF-1 und CXCR4 essentiell für die Migration neuronaler 
Vorgängerzellen  im  Rahmen  der  embryonalen  Hirnentwicklung  (Tiveron  et  al.  2006). 
Chemokine haben neuromodulatorische Eigenschaften in verschiedenen Hirnbereichen wie 
dem  Hypothalamus,  wo  sie  über  das  Hormon  Vasopressin  in  die  Regulation  des 
Wasserhaushaltes eingreifen (Callewaere et al. 2006).
Es ist  bekannt,  dass Zytokine,  die im Rahmen der Entzündungsreaktion von Immunzellen 
ausgeschüttet werden, die Blut-Hirn-Schranke durchdringen und im ZNS u.a. zur Bildung von 
Chemokinen  durch  Gliazellen  (v.a.  Astrozyten)  führen  (Rostene  et  al.  2007).  Diese 
verursachen eine Erhöhung der Körpertemperatur (Tavares und Minano 2000), eine negative 
Energiebilanz (Abbau von Energiereserven) und verhinderte Appetenz (Rostene et al. 2007). 
Auch  im Bereich  des  peripheren  Nervensystems  spielen  Chemokine  eine  Rolle  bei  einer 
Reihe  von biologischen  Funktionen.  So kommt  z.B.  dem Chemokin  SDF-1 eine  zentrale 
Bedeutung in der Embryogenalphase zu.  Neuronale Stammzellen exprimieren den SDF-1-
Rezeptor  CXCR4,  der  die  Migration  dieser  Zellen  vermittelt.  Dies  ist  essentiell  für  die 
Entwicklung sensorischer und vegetativer Nervenbahnen (Belmadani et al. 2005). Außerdem 
wurde gezeigt, dass SDF-1 in vitro einen proliferativen Effekt auf neuronale Stammzellen hat 
(Gong et al. 2006). Dies weist auf eine Rolle des Chemokins nicht nur in der Entwicklung des 
PNS, sondern auch bei Regenerationsprozessen hin.
Nach der Verletzung eines peripheren Nervs kommt es zur Degeneration der Myelinscheide. 
Dieses Phänomen wurde bereits Ende des 19. Jahrhunderts beschrieben (Waller 1850). Wie 
spätere Untersuchungen zeigten, kommt es dabei, getriggert durch die axonale Degeneration, 
bereits in der Frühphase zur Aktivierung von Schwannzellen. Dies führt zur Denaturierung 
des Myelins und zur Chemokin-vermittelten Rekrutierung von Makrophagen. Bei den dabei 
beteiligten Zytokinen und Chemokinen handelt es sich um MCP-1/CCL2, MIP-1α/CCL3 und 
IL-1β  (Boivin  et  al.  2007).  Die  Myelin-Spaltprodukte  werden  von  den  einwandernden 
Makrophagen phagozytiert, wobei sie in ihrer Funktion durch die o.g. Zytokine/Chemokine 
reguliert werden (Martini et al. 2008).
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1.5. CXCL12/SDF-1
Ursprünglich wurde CXCL12 aus  einer  Bindegewebszelllinie  kloniert  und als  Prä-B-Zell-
stimulierender Faktor (PBSF) beschrieben (Nagaswa et al. 1994). Inzwischen wird meist die 
Bezeichnung SDF-1 (stromal cell derived factor) verwendet. In der Vergangenheit wurde das 
Chemokin aber auch als  F-1, SCYB12, TPAR1 oder TLSF bezeichnet (Bajetto et al. 2001a). 
Es  existieren   verschiedene  Isoformen,  die  durch  alternatives  Splicing  des  SDF-1-Gens 
entstehen. SDF-1α ist die am häufigsten exprimierte Isoform und besteht aus 89 Aminosäuren. 
SDF-1β verfügt  über vier  zusätzliche Aminosäuren am Carboxyl-Terminus (Shirozu et  al. 
1995). Vier weitere, von Yu et al. 1997 identifizierte, Isoformen verfügen gegenüber SDF-1α 
über 30 (SDF-1γ), 31 (SDF-1δ), 1 (SDF-1ε), bzw. 51 (SDF-1φ) zusätzliche Aminosäuren.
SDF-1  gehört  zu  der  Gruppe  von  CXC-Chemokinen,  die  kein  ELR-Motiv  aus  den 
Aminosäuren  Glutamat, Leucin und Arginin  enthalten (ELR-). SDF-1α und SDF-1β wurden 
erstmals  1993  kloniert  (Tashiro  et  al.  1993).  2000  gelang  dies  erstmals  für   SDF-1γ 
(Gleichmann et al. 2000). 
Seit  längerer  Zeit  ist  bekannt,  dass  SDF-1  an  CXCR4 bindet,  welcher  zunächst  für  den 
einzigen Rezeptor des Chemokins gehalten wurde. 2006 wurde entdeckt, dass SDF-1 auch 
über CXCR7 biologische Effekte vermittelt (Burns et al. 2006). CXCL12/SDF-1 kann durch 
die  membranständige,  ubiquitär  vorkommende  Protease  Dipeptidase  26  (CD26)  am  N-
Terminus proteolysiert werden, was zur Inaktivierung des Chemokins führt (Lambeir et al. 
2001).
1.6. CXCR4
CXCR4 wurde 1994 erstmals in Leukozyten entdeckt und kloniert (Loetscher et al. 1994). 
1996 entdeckte man seine Rolle als Kofaktor für die Absorption und Penetration von HIV-1 
(Feng et al. 1996). Aus dieser Zeit stammen alternative Bezeichnungen für den Rezeptor wie 
LESTR  oder  Fusin.  Im  selben  Jahr  wurde  entdeckt,  dass  er  mit  hoher  Spezifität 
CXCL12/SDF-1 bindet, woraufhin er mit CXCR4 benannt wurde (Bleul et al. 1997). CXCR4 
ist,  wie  alle  Chemokinrezeptoren,  ein  G-Protein-assoziierter  Rezeptor  mit  7 
Transmembrandomänen.  Der  Rezeptor  ist  assoziiert  mit  Proteinen  der  Gi-Familie,  einer 
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Gruppe  Pertussistoxin-sensitiver  G-Proteine,  welche  eine  Reihe  intrazellulärer  Effekte 
vermitteln (Busillo und Benovic 2006). Die Interaktion mit SDF-1 findet in einer speziellen 
Bindungsregion des Rezeptors statt, die durch den zweiten und dritten extrazellulären Loop 
gebildet wird (Brelot et al. 2000). Das mit dem Rezeptor assoziierte heterotrimere Gi-Protein 
diffundiert  nach  seiner  Aktivierung  in  die  Untereinheiten  Gαi und  Gβγ.  Gαi  kann  durch 
Hemmung  der  Adenylatcyclase  zu  einem  Absinken  der  intrazellulären  Konzentration  an 
cAMP führen,  während  Gβγ  durch  Aktivierung  der  Phospholipase  Cβ  (PLCβ)  und  der 
Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) zur verstärkten Synthese von Inositoltriphosphat (IP3) 
und Diacylglycerin (DAG) führt.  Diese Moleküle induzieren wiederum eine Erhöhung der 
zytosolischen Ca2+-Konzentration, was beispielsweise für Migrationsprozesse essentiell ist 
(Busillo und Benovic 2006). Daneben werden auch einige G-Protein-unabhängige Signalwege 
aktiviert.  Dazu  zählt  die  Aktivierung  einiger  Januskinasen  (Jak2,  Jak3),  welche  zur 
Aktivierung und Dimerisierung von STAT (signal transducers and activators of transcription) 
führen (Vila-Coro et al. 1999). Die STAT-Komplexe werden in den Nukleus transloziert, wo 
sie die Transkription spezifischer Gene regulieren. 
Ferner wurde beschrieben, dass durch CXCR4 verschiedene Kinasen aktiviert werden. Dazu 
zählen die p44/42 MAP-Kinase (Erk 1 and 2), PKC und Akt (Ganju et al 1998, Nishio et al. 
2005, Bajetto et al. 2001a).
Die biologischen Effekte von SDF-1 können durch verschiedene Vorgänge moduliert werden. 
Zum  Einen  kann  CXCR4  durch  Phosphorylierung  von  Serin-  und  Threonin-resten 
desensibilisiert werden (Krupnick und Benovic 1998). Das führt zur Anlagerung von Arrestin-
2 und Arrestin-3, die eine weitere Aktivierung von G-Proteinen oder anderen Signalwegen 
verhindern.  Zum Anderen führt  Arrestin  zur verstärkten Internalisierung des CXCR4, was 
ebenfalls die SDF-1-Sensibilität der Zelle reduziert (Krupnick und Benovic 1998). Bei der 
Internalisierung  werden  Membranabschnitte  abgeschnürt  und  der  Rezeptor  so  von  der 
Zelloberfläche in  ein intrazelluläres  Vesikel  verlagert.  Diese können in der  Folge  mit  der 
Cytoplasmamembran  fusionieren,  wodurch  die  enthaltenen  Rezeptoren  wieder  exponiert 
werden. Möglich ist aber auch die Verschmelzung mit Lysosomen, was zur Degradation der 
Rezeptoren führt (Marchese et al. 2003).
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Abb. 1: Signalkaskade des Chemokinrezeptors CXCR4  (Quelle: Busillo et al 2007)
Unter  Entzündungsbedingungen  kann  es  ebenfalls  zu  einer  Hemmung  der  biologischen 
Effekte  des  SDF-1  kommen.  Ursache  dafür  ist  unter  Anderem  die  von  neutrophilen 
Granulozyten  exprimierte  neutrophile  Elastase.  Dieses  Enzym  hemmt  durch  N-terminale 
Proteolyse sowohl des Rezeptors als auch des Liganden die Interaktion zwischen SDF-1 und 
CXCR4 (Valenzuela-Fernandez et al. 2002). 
CXCR4 vermittelt eine Reihe von Effekten in verschiedenen Zelltypen. Dazu gehört die SDF-
1-geleitete Chemotaxis von Monozyten, T-Lymphozyten und hämatopoetischen Stammzellen 
(Bleul et al. 1996, Aiuti et al. 1997, Kim. und Broxmeyer 1998). Ferner zeigten Knock-out-
Versuche an Mäusen, dass Tiere ohne funktionelles CXCR4-Gen Fehlbildungen des Herzens 
und des Cerebellums sowie eine gestörte Hämatopoese entwickeln (Zou et al. 1998).  
Außerdem ist CXCR4 beteiligt an einer Reihe von Krankheitsbildern. Dazu gehören  zum 
Einen entzündliche Erkrankungen wie Arteriosklerose und Multiple Sklerose (Zernecke et al. 
2005,  Calderon  et  al.  2006).  Zum  Anderen  spielt  CXCR4  eine  wichtige  Rolle  bei 
verschiedenen malignen Erkrankungen. So ist etwa bei der Akuten Lymphatischen Leukämie 
(ALL) eine hohe CXCR4-Expressionsrate der malignen Lymphozyten ein starker Prädiktor 
für extramedulläre Manifestationen der Erkrankung (Spiegel et al. 2004). Mammakarzinome, 
die  CXCR4  exprimieren,  wachsen  und  metastasieren  wesentlich  schneller  als  CXCR4-
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negative Tumoren (Müller et al. 2001). Außerdem wurde gezeigt, dass der Chemokinrezeptor 
an der  Invasion und Angiogenese des Pankreaskarzinoms beteiligt ist (Matsuo et al. 2009).
Dass CXCR4 in der Vergangenheit so ausgiebig untersucht wurde, liegt vor allem daran, dass 
1996  seine  Rolle  bei  der  HIV-Infektion  entdeckt  wurde.  HIV (human  immunodeficiency 
virus),  ein  Retrovirus  aus  der  Gruppe  der  Lentiviren,  ist  in  erster  Linie  als  Erreger  der 
„Erworbenen  Immunschwächekrankheit“  AIDS  (acquired immuno-deficiency syndrome) 
bekannt.  Er  infiziert  in  erster  Linie  CD4+-T-Lymphozyten  (T-Helferzellen),  Makrophagen, 
dendritisch lymphatische Zellen und Mikroglia. Als Zielstruktur für Adhäsion und Absorption 
in die Zielzelle dient dabei CD4. Daneben werden auch Kofaktoren wie CXCR4 und CCR5 
benötigt  (Feng  et  al.  1996,  Alkhatib  et  al.  1996).  CXCR4  wird  dabei  von  dem  viralen 
Oberflächenfaktor gp120 gebunden. Daraus ergibt sich eine Bedeutung von CXCR4 für den 
Krankheitsverlauf  und spezifische Komplikationen der  HIV-Infektion.  So ist  CXCR4 zum 
Beispiel  beteiligt  an  der  Entstehung  von  HIV-assoziierter  Demenz  (Wesselingh  und 
Thompson  2001) und sensorischer Polyneuropathie (Keswani et al. 2003).
CXCR4 und CCR5 sind aber auch Ansatzpunkte für neue Verfahren in der HIV-Therapie. Die 
natürlichen Liganden  der Chemokinrezeptoren (für CCR5: BCA-1, MIP-1α, RANTES u.a.) 
hemmen  die  Virusaufnahme.  Sie  sind  aber  wegen  ihrer  biologischen  Wirkung  (z.B. 
Entzündungsreaktion)  kaum  für  den  klinischen  Einsatz  geeignet.  Es  sind  jedoch  einige 
spezifische  Rezeptorantagonisten,  wie  etwa  das  Bizyklam  AMD3100  entwickelt  worden. 
Diese befinden sich aktuell in der Erprobung für den Einsatz in der HIV- und Tumortherapie 
(Liang 2008).
1.7. CXCR7
Lange Zeit  ging man davon aus,  dass  sich die  biologischen Effekte  von CXCL12/SDF-1 
ausschließlich über CXCR4 realisieren. Diese Annahme wurde nicht zuletzt durch Knock-out-
Versuche  bestärkt,  bei  denen  sich  ausgeprägte  phänotypische  Homologien  zwischen 
CXCR4-/-- und SDF-1-/--Tieren zeigten (Ma et al. 1998). 2004 aber entdeckten Balabanian et 
al., dass SDF-1 auch an einen Rezeptor bindet, dessen Gen RDC1 bereits 2002 als „Waisen“-
Rezeptor  (ohne bekannten  Liganden)  identifiziert  worden war  (Joost  und Methner  2002). 
Nach  weiterer  Charakterisierung  wurde  dieser  Rezeptor  2006  als  CXCR7  bezeichnet.  Er 
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bindet neben SDF-1 auch CXCL11/I-TAC mit hoher Affinität (Burns et al. 2006). 
CXCR7  wird  durch  eine  Reihe  von  Zelltypen  exprimiert.  So  zum  Beispiel  von  B-
Lymphozyten, bei denen er das Überleben fördert und die Differenzierung zu funktionalen 
Plasmazellen induziert (Infantino et al. 2006). Schutyser et al. fanden 2007 den Rezeptor in 
Endothelzellen und entdeckten, dass die Expression in diesen Zellen durch Hypoxie verstärkt 
wird,  was  eine  Rolle  in  der  Hypoxie-bedingten  Angiogenese  nahe  legt.  Bei  Knock-Out-
Versuchen fanden sich bei CXCR7-/--Mäusen schwere Fehlbildungen der Herzklappen und 
des Ventrikelseptums, die zum Tod dieser Tiere führten (Sierro et al. 2007). CXCR7 wurde 
auch in fetalen Spinalganglien und im Cerebellum von Mäusen gefunden. Die Funktion des 
Rezeptors  konnte  hier  aber  noch  nicht  geklärt  werden,  zumal  CXCR7-/--Tiere  keine 
auffälligen zerebralen Fehlbildungen zeigten (Thelen und Thelen 2008, Sierro et al. 2007).
Auch unter pathologischen Bedingungen ist  CXCR7 von Bedeutung. So konnte in Ratten 
nach  Induzierung  eines  zerebralen  ischämischen  Insults  eine  verstärkte  Expression 
nachgewiesen  werden  (Schönemeier  et  al.  2008).  Der  Rezeptor  wurde  außerdem  in 
verschiedenen Tumorgeweben und in Tumorzelllinien nachgewiesen (Burns et al. 2006, Wang 
et al.  2008). Für Kolon- und Mammakarzinomzellen konnten proliferative Effekte gezeigt 
werden  (Meijer  et  al.  2008).  Ferner  kann  CXCR7,  wie  CXCR4,  als  Kofaktor  für  die 
Absorption von HIV dienen (Shimizu 2000).
Wenig ist bisher über die von CXCR7 aktivierten intrazellulären Signalwege bekannt. Burns 
et al. sahen 2006 in den von ihnen untersuchten Zelllinien keinen Ca2+-mobilisierenden Effekt 
und schlossen  daraus,  dass  die  Chemokin-typische  Rolle  bei  der  Zellmigration  nicht  von 
CXCR7 vermittelt wird.
Auch  die  Aktivierung  anderer  Signalwege konnte  lange  nicht  nachgewiesen werden.  Das 
führte zu der Annahme, dass CXCR7 selbst keine intrazellulären Effekte hervorruft, sondern 
als  „silent receptor“  die  CXCL12-Wirkung an CXCR4 moduliert  (Hartmann et  al.  2008). 
Inzwischen wurde aber eine Reihe CXCR7-spezifischer Effekte beschrieben: Zu nennen ist 
besonders die Beteiligung an Wachstum und Invasion verschiedener Tumoren (Wang et al. 
2008 ,Burns et al. 2006, Meijer et al. 2008).
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1.8. Schwannzellen
Die Schwannzelle wurde nach Theodor Schwann (1810-1882), dem Entdecker des Pepsins 
und Mitbegründer der Zelltheorie benannt.
Schwannzellen  kommen  nur  im  peripheren  Nervensystem,  jedoch  nicht  im 
Zentralnervensystem  vor,  wo  ihre  Funktionen  vor  allem  von  Oligodendrozyten  und 
Astrozyten wahrgenommen werden. Die Hauptfunktion dieses Zelltyps ist die Myelinisierung 
peripherer Axone. Das heißt, die Zelle umgibt einen ca. 2000 µm langen Abschnitt des Axons 
mit einer Myelinscheide, einer mehrfachen Schicht aus Lipiden (Kephaline, Sphingomyeline, 
Cerebroside) und Proteinen. Das führt zu einer elektrischen Isolierung des Axons, wodurch es 
im Bereich der Myelinscheide zu einer fast verlustfreien Ausbreitung des Aktionspotentials 
kommt. Zwischen den myelinisierten Abschnitten (Internodien) bleiben kurze, ca. 2 µm lange, 
Abschnitte  des  Axons  exponiert  (Ranvier-Schnürring).  In  diesen  Bereichen,  werden  die 
Aktionspotentiale durch spannungsabhängige Na+-Kanäle verstärkt, so dass sich die Erregung 
„sprunghaft“ ausbreitet (saltatorische Erregungsleitung) (Dudel 2000). Myelinisierte Axone 
zeichnen sich durch ihre hohe Leitungsgeschwindigkeit aus (bis 100 m/s). Sie kommen z.B. in 
den  motorischen  Nervenbahnen  zur  Skelettmuskulatur  vor.  Nicht  myelinisierte  Axone 
hingegen  leiten  Aktionspotentiale  nur  mit  einer  Geschwindigkeit  von  ca.  1  m/s  fort.  Sie 
kommen vor Allem in vegetativen Nervenbahnen vor. Knock-out-Versuche an Mäusen haben 
gezeigt,  dass  bei  der  Myelinisierung  dem Neuregulin  NRG1-III  eine  zentrale  Bedeutung 
zukommt (Taveggia et al. 2005).
Neben  den  Schwannzellen  der  Myelinscheiden  existieren  auch  nicht  myelinisierende 
Schwannzellen  (NMSCs).  Diese  umhüllen  z.B.  die  marklosen  Axone  (Remak 
Schwannzellen).  Andere  kommen  in  den  Tastsensoren  der  Haut  oder  im  Bereich 
neuromuskulärer Endplatten vor. Alle NMSCs haben aber bei entsprechender Aktivierung die 
Fähigkeit zur Myelinsynthese (Aguayo et al. 1976). Sowohl myelinisierende als auch nicht 
myelinisierende Schwannzellen sind von Bedeutung für die Funktion und posttraumatische 
Regeneration peripherer Axone. Sie sind essentiell für das Überleben der motorischen und 
sensorischen  Neurone  (Jessen  und  Mirsky 2005).  Die  Expression  von  CXCR4 wurde  in 
kultivierten Schwannzellen nachgewiesen. Sie wird durch den Transkriptionsfaktor MASH-2 
sowie durch cAMP und TNFα reguliert (Küry et al. 2002, Küry et al. 2003). Auch SDF-1 wird 
von  Schwannzellen  exprimiert,  was  für  auto-  oder  parakrine  Zellkommunikation  spricht 
(Gleichmann et al. 2000). 
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1.9. Fragestellung dieser Arbeit
In der Vergangenheit wurden zahlreiche wissenschaftliche Arbeiten veröffentlicht, die sich mit 
der Rolle von SDF-1 und seinen Rezeptoren in den Gliazellen des ZNS beschäftigen. Über die 
Gliazellen des peripheren Nervensystems ist in dieser Hinsicht noch sehr wenig bekannt. Dies 
gilt vor Allem in Hinblick auf den Rezeptor CXCR7.
Darum sollte im Rahmen dieser Arbeit zunächst geklärt werden, ob CXCR4 und CXCR7 in 
der Schwannzelllinie RN22 exprimiert werden.
Anschließend sollte auch die Funktion der Rezeptoren in diesen Zellen untersucht werden. Im 
Zentrum des  Interesses  standen  zum Einen  die  intrazellulären  Signalwege,  die  durch  die 
Bindung von SDF-1 an die verschiedenen Rezeptoren aktiviert werden. Zum Anderen sollten 
auch funktionelle Effekte der Ligand-Rezeptor-Interaktion untersucht werden. 
2. Material und Methoden                                                                                                                    13  
2. Material und Methoden
2.1. Materialien
2.1.1. Zelllinie
Für die Arbeit wurde die Schwannzelllinie RN22, geliefert von der European Collection of 
Cell  Cultures,  verwendet.  Diese  wurde  nach  dem  von  Pfeiffer  und  Wechsler  (1972) 








Gefäße zur Kryo- 
konservierung von Zellen
Roth Cryovial 1,2 ml





PCR-Kapillaren Roche LightCycler Capillaries
Zellkulturplatten TPP Switzerland Tissue culture dishes 
Transfermembranen für  
Western Blotting





Schleicher & Schudt Whatman Gel Blotting Paper 
580 x 580 mm
Röntgenfilm GE Healthcare Ltd. Amersham Hyperfilm ECL




Flaschen für  
Zellkulturmedien
Schott
Zentrifugen: Heraeus instruments Biofuge fresco
Biofuge pico
Megafuge 1.0 R
Schüttler Janke & Kunkel IKA-Vibrax-VXR





Heizblock Eppendorf Thermomixer compact
Mikrowellenherd Privileg
Crush Ice Gerät Scotsman














Multipipette Eppendorf Multipette plus
Pipetten 1-12ml Integra biosciences Pipetboy plus
Pipetboy acu
Pipetus-akku
Fotometer Pharmacia Biotech Ultrospec 4000
PCR-Gerät: Eppendorf Mastercycler gradient
Real time PCR-Gerät: Roche Diagnostics Light Cycler Instrument
Kühlschränke Liebherr
Tiefkühlschrank (-20°C) Liebherr
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Gerät Hersteller Bezeichnung




sterile Arbeitsbank Heraeus instruments
Mikroskope: Zeiss Axiovert 25
Stemi 2000
Vakuum-Saugsystem Vacubrand
Software für Light Cycler: Idaho Technology Inc. LightCycler3 Front 3.5
LightCycler3 Run 5.32
LightCycler3 Data Analysis 3.5
Software zur Protein- 
bestimmung:
SOFTmax SOFTmax Pro 3.12
Software zur Banden- 
messung:
Gel-Pro Analyzer 3.1.0
Software zur Statistischen 
Ergebnisauswertung:
Sigma Sigma Stat 2.0
Software zur Daten- 
verarbeitung:
Microsoft Excel 2003
Software zur Verarbeitung 
von FACS-Daten
Joseph  Trotter,  Scipps 
Research Institute
WinMDI 2.8











M-MLV Reverse Transcriptase USB
PeqGold TriFast FL PeqLab
Chloroform J. T. Baker
2-Isopropanol J. T. Baker
Ethanol J. T. Baker
10x NH4 Reaction Buffer Bioline
50mM MgCl2 Bioline
Quantitec SYBR Green PCR Master Mix Qiagen
Agarose PeqGold
Ethidiumbromid Roth
DNA Ladder (HyperLadder I) BioLine
PageRuler Prestained Protein Ladder Fermentas
Rotiphorese Gel 40 C. Roth GmbH
Roti-Lumin C. Roth GmbH
Ammonium Persulfat (APS) Sigma
TEMED C. Roth GmbH
TRIS-Base C. Roth GmbH
SDS C. Roth GmbH
Ponceau S Fluka
BCA Protein Assay Reagent A+B Pierce






















anti-CXCR4 Rabbit IgG ProScience 1:1000
anti-GAPDH Mouse IgG Fitzgerald 1:2000000
anti-Aktin Ab-5 Mouse IgG BD Biosciences 1:1000
anti-p38 Rabbit IgG BioScource 1:1000
anti-pAkt Rabbit IgG BioScource 1:1000
anti-pErk Rabbit IgG BioScource 1:1000
anti-pPKC-a/ß Rabbit IgG BioScource 1:1000







anti-CXCR4 Rabbit (FACS) Abcam 1:500
anti-CXCR7 Rabbit (FACS) Abcam 1:500









CXCR4Mi Sense 5’-CGT CGT GCA CAA GTG GAT CT-3’
CXCR4Mi Antisense 5’-CAG TGG AAG AAG GCG AGG G-3’
Actin Sense 5’-CAG GTC CAG ACG CAG GAT GGC-3’
Actin Antisense 5’-CTA CAA TGA GCT GCG TGT GGC-3’
Bezugsquelle: Thermo Fisher Scientific Inc.












50 µl 10 g/l Gentamicin
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DMEM-Lösung
13,38 g DMEM Instand Medium
3,7 g NaHCO3
ad 1000 ml mit Aqua ad iniectabilia; Die Lösung wurde steril filtriert.
F12-Lösung





ad 1000 ml mit Aqua ad iniectabilia
Die Lösung wurde steril filtriert.
dNTP
10 µl 10 mM ATP
10 µl 10 mM CTP
10 µl 10 mM GTP
10 µl 10 mM TTP





ad 300 ml mit Aqua bidest., pH 6,8
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PONCEAU-Lösung
0,2 g Ponceau S
3g Trichloressigsäure
3g Sulfosalicylsäure
ad 300 ml mit Aqua bidest.
E-Puffer
57,1 ml 2M Natriumacetat
100 ml 100 mM EDTA
242 g Tris-Base








ad 500 ml mit Aqua bidest., pH 8,8
Protein Loading Buffer





ad 20 ml mit Aqua bidest.









15 g Na2HPO4 x 2 H2O
0,2 g EDTA-Na
ad 1000 ml mit Aqua ad iniectabilia
Stripping Buffer
3,5 ml Beta-Mercaptoethanol abs.
83,5 ml 0,0625 M Tris-HCl
100 ml 10% SDS





ad 200 ml mit Methanol abs.
TAE Buffer
2 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)
4,84 g Tris-Base
1,14 ml 2M Natriumacetat
ad 1000 ml mit H2O





100 µl 5,2 mg/l Na-Selenite
100 µl 20 mg/l Putrescine
100 µl Progesteron V-Lösung
Insulin-Lösung
100 mg Insulin
200 µl 2M Natriumacetat
ad 20 ml mit Aqua ad iniectabilia
Die Lösung wurde steril filtriert.
Trijodthyronin-Lösung
0,1 mg Trijodthyronin
3 ml 0,1N NaOH-Lösung
ad 300 ml mit Aqua ad iniectabilia
Progesteron V-Lösung
630 µg Progesteron
100 µl Ethanol abs.
ad 100 ml mit Aqua ad iniectabilia




Die  Zellen  wurden  dazu  zunächst  mit  0,25  %iger  Trypsinlösung  von  der  Kulturplatte 
abgelöst.  Die Suspension wurde  in  ein  15 ml-Reaktionsgefäß  mit  4  ml  serumhaltigem 
DMEM-Medium  überführt.  Nach  dem  Zentrifugieren  (5  min;  30.000  x  g)  wurde  der 
Überstand  verworfen.  Die  Zellen  wurden  mit  900  µl  serumhaltigem  DMEM-Medium 
resuspendiert.  Der Suspension wurden 100 µl DMSO zugesetzt  und in Kryogefäßen in 
flüssigem Stickstoff gelagert.
Auftauen der Zellen
Das  Gefäß  mit  der  Zellsuspension  wurde  aus  dem  Behälter  mit  flüssigem  Stickstoff 
entnommen. Nach dem Auftauen wurde die Suspension sofort in ein 15 ml-Reaktionsgefäß 
mit 4 ml serumhaltigem DMEM-Medium überführt und zentrifugiert (5 min, 30.000x g). 
Der Überstand wurde verworfen und die Zellen mit 1 ml serumhaltigem DMEM-Medium 
resuspendiert. Die Suspension wurde auf zwei 6 cm-Kulturschalen verteilt.
Passagieren
Zum  Passagieren  wurden  die  Zellen  zunächst  mit  0,25-%iger  Trypsinlösung  von  der 
Kulturplatte  abgelöst.  Die  Suspension  wurde  in  ein  15  ml-Reaktionsgefäß  mit  4  ml 
serumhaltigem DMEM-Medium überführt. Nach dem Zentrifugieren (5 min;  30.000x g) 
wurde der Überstand verworfen und die Zellen mit 1 ml serumhaltigem DMEM-Medium 
resuspendiert. Die Suspension wurde auf zehn Kulturschalen mit einem Durchmesser von 
jeweils  6  cm  verteil.  Diese  Kulturen  wurden  bei  ausreichendem  Zellbewuchs  für  die 
Experimente verwendet.
Stimulation 
Die subkonfluenten Kulturen (80 %) wurden zweimal mit serumfreiem DMEM-Medium 
gewaschen.  Danach  wurde  5  ml  serumfreies  DMEM-Medium  in  die  Kulturschalen 
gegeben und die Stimulationsfaktoren in der vorgegebenen Konzentration zugesetzt. Die 
Kulturschalen wurden für die festgelegte Zeit im Inkubator (37°C; 5% CO2) belassen.
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2.3.2. RNA-Isolierung
Bei  der  Isolierung,  Bearbeitung  und  Lagerung  der  RNA-Proben  wurden  RNAse-freie 
Geräte und Gefäße verwendet. Zur Isolierung der Gesamt-RNA wurden die kultivierten 
Zellen mit  Phenollösung lysiert.  Das Lysat  wurde in ein Reaktionsgefäß überführt.  Im 
folgenden  Extraktionsschritt  wurde  dem Lysat  2-Isopropanol  abs.  zugesetzt.  Nach  der 
Zentrifugation über 5 min (bei  12.000 x g) trennte sich die  RNA-haltige Isopropanol-
Phase ab und wurde in ein 1,5 ml-Reaktionsgefäß überführt. Mit Chloroform abs. wurde 
die RNA präzipitiert. Sie bildete bei der Zentrifugation (10 min bei 12.000 x g) ein Pellet. 
Dieses wurde zweimal mit Ethanol (75%) gewaschen und anschließend in 20 µl RNAse-
freiem Aqua bidest. aufgelöst.
2.3.3. Fotometrische RNA-Bestimmung
Vor  jeder  RNA-Fotometrie  erfolgte  eine  Referenz-Messung  mit  RNAse-freiem  Aqua 
bidest..  Anschließend  wurden  jeder  Probe  2  µl  RNA-Lösung  entnommen und  vor  der 
fotometrischen Messung mit 98 µl RNAse-freiem Wasser verdünnt.
Aus  der  gemessenen  Extinktion  wurde  mit  Hilfe  des  Lambert-Beerschen  Gesetzes  die 
RNA-Konzentration der Lösung errechnet:
Eλ - Extinktion
I1 - Intensität des transmittierten Lichtes
I0 - Intensität des einfallenden Lichtes
ελ - molarer Extinktionskoeffizient (für RNA: 40 ng/µl)
d - Weglänge des Lichtes in der Lösung
c - Konzentration der absorbierenden Substanz
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2.3.4. Reverse Transkription
Für die Reverse Transkription wurden 5 mg Gesamt-RNA mit RNAse-freiem Wasser  auf 
ein  Gesamtvolumen  von  13,5  µl  verdünnt.  Diese  Lösung wurde  für  5  min  bei  95  °C 
denaturiert und anschließend auf Eis abgekühlt.  Jeder Probe wurden 11,5 µl  Mastermix 
zugesetzt, der folgende Bestandteile enthielt:
5 µl 5x First Strand Buffer
2,5 µl 0,1 M DTT
1 µl 100 pM Hexamere
2 µl dNTP-Lösung
1 µl M-MLV Reverse Transkriptase (20 U/µl)
Zur Reversen Transkription wurden die Proben für 1 h bei 37 °C inkubiert. Die 
enzymatische Reaktion wurde durch Erhitzen der Proben auf 95 °C für 5 min gestoppt.
Die cDNA-Proben wurden bei –20 °C gelagert.
2.3.5. Semiquantitative Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Die PCR-Ansätze setzten sich jeweils wie folgt zusammen:
17,65 µl autoklaviertes Wasser
2,5 µl 10x NH4 Reaction Buffer
0,75 µl 50mM MgCl2
1 µl 100 pM Sense-Primer
1 µl 100 pM Antisense-Primer
0,5 µl dNTP-Lösung
1,5 µl cDNA-Lösung
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Die Polymerase-Kettenreaktion erfolgte nach dem folgendem Programm:
- Initialisierungsschritt: Denaturierung (95°C) für 5 min
- PCR mit 35 Zyklen à:
 2  Denaturierung (95 °C) für 60 s
 3  Anlagerung (58  °C) für 90 s
 4  Verlängerung (72 °C) für 120 s
2.3.6. Agarosegel-Elektrophorese
Die  DNA-Lösungen  mit  den  PCR-Produkten  wurden  in  einem  Agarose-Gel 
elektrophoretisch aufgetrennt, um den Erfolg der Polymerase-Kettenreaktion zu prüfen.
Dazu wurde ein Agarose-Gel wie folgt hergestellt:
Zu  100  ml  1x  TAE-Puffer  wurden  1,5  g  Agarose  gegeben.  Die  Mischung  wurde  im 
Mikrowellenherd bis zur völligen Homogenisierung erhitzt. Nachdem der Flüssigkeit  4 µg 
Ethidiumbromid zugesetzt  worden waren,  wurde sie  in  eine  Form gegossen.  Nach der 
Polymerisation wurde das Gel in der Elektrophoresekammer positioniert. Die Proben der 
PCR-Produkte  wurden  zusammen  mit  einer  DNA-Leiter  in  das  Gel  geladen.  Die 
Elektrophorese lief bei 90 V über ca. 30 min. Mit der UV-Fluoreszenz-Kamera wurden die 
Ergebnisse fotografisch dokumentiert.
2.3.7. Proteinisolierung
Vor der Proteinisolierung wurden die Zellen in den Kulturschalen zwei mal mit 1x PBS / 
EDTA gewaschen.  Danach erfolgte  die  Lysierung der Zellen mit  Protein-Probenpuffer. 
Das  Lysat  wurde  anschließend  durch  Sonifizierung  homogenisiert.  Es  folgte  ein 
Denaturierungsschritt von 5 min bei 95 °C.
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Die Messung der Proteinkonzentration der Proben erfolgte mit dem BCA Protein Assay 
von Pierce. Dazu wurden 9 BSA-Standardproben mit einer Konzentration zwischen 0 und 
20 µg/l verwendet.
2.3.8. Western Blotting
Zunächst wurde allen Proben jeweils  10 mg Protein entnommen und mit  3 µl Protein 
Loading Buffer verdünnt. Es folgte ein 5-minütiger Denaturierungsschritt bei 95 °C.
Danach wurden die Proben in ein SDS-Polyacralamid-Gel aufgetragen und die Proteine 
bei 95 V für ca. 90 min aufgetrennt. Im Anschluss daran wurden die Proteine mit Hilfe der 
Trans-Blot  Semi-Dry Transfer  Cell auf  eine  Nitrozellulosemembran  transferiert.  Die 
Membran wurde zunächst für 2 Stunden mit fettfreier Milch, die mit destilliertem Wasser 
und 5% Milchpulver hergestellt wurde, behandelt. Die in der Milch enthaltenen Proteine 
banden  dabei  die  Proteine  auf  der  Blotmembran,  was  unspezifische  Signale  bei  der 
Fluoreszenzdetektion reduzierte.
Über  Nacht  erfolgte  die  Inkubation  mit  dem  primären  Antikörper.  Nach  drei 
Waschschritten von jeweils 15 min verblieb die Membran für 2 h in einer Lösung mit dem 
Peroxidase-konjugierten Sekundärantikörper. Es folgten erneut drei Waschschritte. Danach 
wurden  die  Membranen  mit  Roti-Lumin  (C.  Roth  GmbH)  behandelt.  Die  auftretende 
Fluoreszenz wurde mit einem Röntgenfilm detektiert.
Da die zu detektierenden Banden (CXCR4, CXCR7, Aktin) sehr dicht bei einander lagen, 
konnten sie nicht gemeinsam detektiert werden. Statt dessen wurden die Blotmembranen 
nach der Detektion der CXCR4-Bande für 15 min mit Stripping Puffer behandelt, um den 
Sekundärantikörper von ihr zu lösen. Nach drei 15minütigen Waschschritten konnte nun 
eine erneute Inkubation mit einem primären Antikörper erfolgen, wonach die Banden für 
CXCR7 (später Aktin) detektiert werden konnten. 
Die  entwickelten  Röntgenfilme  wurden  gescannt  und  mit  Hilfe  der  Software  Gel-Pro 
Analyzer 3.1.0 densitometrisch ausgewertet.
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2.3.9. Signalwegsuntersuchung
Die Analyse der von CXCR4 und CXCR7 ausgelösten intrazellulären Signalwege erfolgte 
mittels  Western  Blotting  unter  Verwendung  phosphospezifischer  Antikörper.  24  h  vor 
Beginn  des  Experimentes  wurde  aus  den  Kulturplatten  das  serumhaltige  Medium 
entnommen  und  durch  serumfreies  N2-Medium ersetzt.  Am nächsten  Tag  wurde  allen 
Kulturplatten  SDF-1-Lösung  in  der  im  Experiment  vorgesehenen  Konzentration 
zugegeben. Nach 5 min wurden die Zellkulturen mit Protein-Probenpuffer lysiert. Dieser 
enthielt 1 nM Sodiumorthovanadath zur Konservierung der Phosphoryl-Gruppen auf den 
Tyrosin-Resten   aktivierter  Signalkinasen.  Wegen  der  Thermoinstabilität  des 
Sodiumorthovanadaths wurde die Lösung ebenso wie die gewonnenen Proteinproben auf 
Eis gekühlt.
Anschließend  wurde  durch  Western  Blotting  die  Konzentration  der  phoshorylierten 
Signalproteine  gemessen.  Als  Ladungskontrolle  wurde  unter  Verwendung  nicht-
phosphospezifischer  Antikörper  (pan-Antikörper)  die  Gesamtkonzentration  des 
Signalproteins bestimmt.
2.3.10. Durchflusszellsortierung
Zum  Nachweis  der  Rezeptoren  an  der  Oberfläche  von  RN22-Zellen  wurde  eine 
Durchflusszellsortierung (FACS) durchgeführt.  Dazu erfolgte zunächst über 30 Minuten 
die  Inkubation der Zellen mit  den Primärantikörpern in einem Eisbad.  Es folgten zwei 
Waschschritte  unter  Verwendung  von  FACS-Puffer  mit  jeweils  anschließender 
Zentifugation  und  Verwerfung  des  Flüssigkeitsüberstandes.  Danach  erfolgte  über  15 
Minuten  die  Inkubation  mit  dem Fluorochrom-gekoppelten  Sekundärantikörper.  Durch 
einen nochmaligen Waschschritt wurden nicht gebundene Reste des Sekundärantikörpers 
eliminiert. Anschließend wurden die Zellen in 2% FACS/PFA-Lösung suspendiert und in 
einem abgedunkelten Behälter bei 4°C gelagert. Am folgenden Tag erfolgte die Messung 
mit dem Durchflußzytometer. Zur Vermeidung falsch positiver Ergebnisse wurden neben 
den vorbereiteten Proben nicht gefärbte Leerkontrollen verwendet. Im Gerät passiert die 
Zellsuspension eine Kapillare. Unter Bestrahlung mit Laserlicht lässt sich je nach Größe 
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und Granularität der Zellen ein unterschiedliches Streulicht messen. Das in Richtung des 
Laserstrahls emittierte Licht (Forward Light Scatter) erlaubt Rückschlüsse auf die Größe 
der Zellen, während das zu den Seiten gestreute Licht (Side Scatter) von der Granularität 
der  Zellen  abhängt.   Durch  die  vom   Fluorochrom-gekoppelten  Sekundärantikörper 
verursachte Eigenfluoreszenz ist  der Nachweis von spezifischen Antigenen – in diesem 
Fall der Chemokinrezeptoren – auf der Zelloberfläche möglich.
Die  Auswertung  der  gemessenen  Daten  erfolgte  mit  Hilfe  der  Software  WinMDI  2.8. 
Dabei wurden mittels eines Filters tote Zellen und Zellklumpen nicht berücksichtigt. Die 
Intensität des gemessenen Fluoreszenzsignals wurde als Histogramm dargestellt.
2.3.11. Migrationsassay
Für  die  Migrationsversuche  wurde  eine  Boyden-Kammer  (Abb.  2)  verwendet.  Diese 
besteht  aus  zwei  Kunststoffplatten,  die  durch  Schrauben  aneinander  fixiert  werden. 
Zwischen  den  Platten  befindet  sich  eine  Silikon-Dichtungsschicht.  Die  in  den  Platten 
befindlichen  Bohrungen  passen  im  montierten  Zustand  so  aufeinander,  dass 
zylinderförmige Reaktionsräume entstehen. Diese werden durch eine zwischen die Platten 
gelegte Polycarbonat-Membran geteilt (Abb. 3), die in der gewählten Versuchsanordnung 
eine Porengröße von 5 µm aufwies. 
Abb. 2: Boyden-Kammer Abb. 3: Schema eines Reaktionsraumes
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Diese  Poren  sind  kleiner  als  die  zu  untersuchenden  Zellen,  wodurch  sich  diese  aktiv 
verformen  müssen,  um  durch  die  Membran  zu  migrieren.  Zellen,  die  die  Membran 
überwinden, bleiben auf der Unterseite haften. Die Kulturschalen mit den vorbereiteten 
Zellen wurden zwei mal mit PBS/EDTA gewaschen. Das Ablösen der Zellen erfolgte mit 
0,25  %iger  Trypsinlösung.  Die  enzymatische  Reaktion  wurde  durch  Zugabe von 4  ml 
serumhaltigem DMEM-Medium gestoppt.  Nach einem Zentrifugationsschritt (5 min bei 
30.000 x g)  wurde der Überstand verworfen und die Zellen mit serumfreiem DMEM-
Medium resuspendiert. Mit Hilfe einer Neubauer-Kammer wurde die Zellkonzentration der 
Suspension bestimmt. Diese wurde durch Zugabe von serumfreiem DMEM-Medium auf 
eine Zelldichte von 910 Zellen /µl eingestellt.
Nun wurden die Bohrungen der unteren Platte der Boyden-Kammer mit SDF-1 haltigem 
DMEM-Medium (Konzentration:  70  µg/l)  gefüllt.  Die  Polycarbonat-Membran  und  die 
Dichtungsschicht wurden darauf gelegt. Nachdem die obere Kammerplatte unter Druck mit 
der unteren Platte verschraubt worden war, wurden 55 µl Zellsuspension, was etwa 50.000 
Zellen entspricht, in die obere Öffnung pipettiert. Die Kammer wurde anschließend für 4 
Stunden bei 37 °C und 5% CO2 inkubiert. Danach wurde die Membran entnommen und 
zunächst  die  sich auf  der  Oberseite  der  Membran befindlichen,  nicht-migrierten Zellen 
abgeschabt. Die Membran wurde anschließend mit Methanol  fixiert und die Zellen mit 
Hämalaun/Eosin  gefärbt.  Nach  der  Übertragung  der  Membran  auf  einen  Objektträger 
wurden diese gescannt und anschließend die Zellen mit der Software Gel-Pro Analyzer 
3.1.0 quantifiziert.
2.3.12. Statistische Auswertung
Alle  Experimente wurden 3-4 mal  durchgeführt.  Die Ergebnisse  sind als  arithmetische 
Mittel  ±Standardabweichung  angegeben.  Die  erhaltenen  Datenblöcke  wurden  unter 
Verwendung der  Software  Sigma Stat  2.0  mittels  Anova  verglichen,  wobei  p<0,05 als 
statistisch signifikant gewertet wurde.
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3. Ergebnisse
3.1. Expression auf RNA-Ebene
Im Rahmen dieser Arbeit sollte zunächst geprüft werden, ob eine Transkription des CXCR4- 
und CXCR7-Gens in RN22-Zellen stattfindet.
Dazu wurde RNA aus RN22-Zellen isoliert und durch Reverse Transkription (RT) in cDNA 
umgeschrieben.  Diese  wurde  mittels  semiquantitativer  Polymerasekettenreaktion  (PCR) 
amplifiziert und in einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt.
Das Bandenmuster wurde unter UV-Licht sichtbar gemacht (Abb. 4). Zur Ladungskontrolle 
wurden neben den Primerpaaren für CXCR4 und CXCR7 auch Primer für das Aktin-Gen 
verwendet. Aktin ist ein Protein, welches vor allem im Zytoskelett der RN22-Zellen auftritt. 
Da von einer konstanten Expression dieses Gens auszugehen ist, war zu erwarten, dass für 
alle RN22-Proben gleichmäßige Aktinbanden im Gel zu sehen sein müssten. Ungleichmäßige 
oder fehlende Aktin-Banden bei den RN22-Proben wären ein Hinweis auf Fehler bei RNA-
Isolierung,  Reverser  Transkription,  Polymerasekettenreaktion  oder  bei  der  Beladung  des 
Agarosegels. Um auch etwaige Verunreinigungen des PCR-Ansatzes mit Ziel-DNA erkennen 
zu können,  wurde neben den Proben mit  RN22-cDNA auch eine  Leerprobe in  das  PCR-
Experiment  einbezogen.  Dies  enthielt  zwar  den  PCR-Ansatz  (s.  2.4.5.  Semiquantitative 
Polymerase-Kettenreaktion),  aber  keine  DNA.  Sollten  nach  einer  PCR  mit  Leerproben 
spezifische Produkte nachweisbar sein, wäre dies ein Hinweis auf eine DNA-Kontamination 
der Reagenzien.
Es konnte  somit  gezeigt  werden,  dass  die  Chemokinrezeptoren  CXCR4 und CXCR7 von 
RN22-Zellen  auf  RNA-Ebene  exprimiert  werden.  Methodische  Fehler  konnten  durch 
Leerproben und eine Kontroll-PCR mit Aktin -Primern ausgeschlossen werden.
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Abb. 4: Nachweis von CXCR4 und CXCR7 auf RNA-Ebene
Aus unbehandelten RN22-Zellen isolierte RNA wurde durch ReverserTranskription in cDNA 
umgeschrieben. Anschließend wurden durch semiquantitative PCR spezifische DNA-Abschnitte 
amplifiziert. Die PCR-Produkte wurden in einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und unter 
UV-Strahlung sichtbar gemacht. Die Proben 1 und 2 entsprechen jeweils den RN22-Proben, Probe 3 
ist eine Leerprobe. (A) Bei Amplifizierung des CXCR4-Gens zeigten sich bei den RN22-Proben 
spezifische Banden bei 230 bp. Es konnte also eine CXCR4-Expression durch RN22-Zellen auf 
RNA-Ebene nachgewiesen werden. (B) Auch eine CXCR7-Expression konnte auf diese Weise 
nachgewiesen werden. Die spezifischen Banden lagen bei 270 bp. (C) Durch Nachweis des Gens, das 
für das Zytoskelettprotein Aktin kodiert und dessen Expressionsrate als konstant angesehen werden 
kann, konnten Fehler bei RNA-Isolierung, Reverser Transkription und Elektrophorese 
ausgeschlossen werden.
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3.2. Expression auf Proteinebene
Nachdem die Expression von CXCR4 und CXCR7 auf RNA-Ebene nachgewiesen wurde, 
sollte  untersucht  werden,  ob  auch  die  Rezeptorproteine  von  RN22-Zellen  synthetisiert 
werden. Dazu wurde eine Western Blotting-Analyse durchgeführt. Zu diesem Zweck wurden 
zunächst die Proteine der RN22-Zellkulturen isoliert. Anschließend wurde mittels des PCA 
Protein Assays die Gesamtproteinkonzentration bestimmt, um die Proteinlösungen auf eine 
einheitliche  Konzentration  einstellen  zu  können.  Danach  erfolgte  die  Auftragung  auf  das 
Polyacrylamidgel und das Western Blotting (s. 2.4.8. Western Blotting). Dabei wurde neben 
anti-CXCR4-  und  anti-CXCR7-Antikörpern  auch  anti-GAPDH-Antikörper  als 
Ladungskontrolle verwendet. Da dieses Protein in einem konstanten Ausmaß durch RN22-
Zellen exprimiert  wird,  kann bei  gleicher  Gesamtproteinkonzentration in allen Proben ein 




 Versuch 1     Versuch 2       Versuch 3
Abb. 5: Nachweis von CXCR4 und CXCR7 durch Western Blotting
Die Western-Blotting-Analyse der drei aus getrennten RN22-Kulturen isolierten Proteinproben 
(Versuch 1-3) zeigte spezifische Banden für CXCR4 (oben)  und CXCR7 (Mitte). Als 
Ladungskontrolle wurde ebenfalls GAPDH nachgewiesen (unten).
Es konnten Proteinbanden mit dem typischen Molekulargewicht von CXCR4 (46 kDa) bzw. 
CXCR7  (32  kDa)  detektiert  werden.  Somit  ist  nachgewiesen,  dass  in  RN22-Zellen  die 
Chemokinrezeptoren nicht nur auf RNA-Ebene, sondern auch als Rezeptorproteine exprimiert 
werden.
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3.3. Nachweis an der Zelloberfläche
Voraussetzung für eine erfolgreiche Ligandenbindung ist es, dass die Rezeptoren auch an der 
Zelloberfläche  vorliegen.  Deshalb  erfolgte  eine  Untersuchung  der  RN22-Zellen  durch 
Durchflusszellsortierung  (FACS).  Die  Zellen  wurden  mit  einem  CXCR4-  bzw.  CXCR7-
spezifischen  Primärantikörper  und  einem   Fluorochrom-gekoppelten  Sekundärantikörper 
inkubiert.  Anschließend  konnte  bei  der  FACS  sowohl  für  beide  Rezeptoren  ein 
Fluoreszenzsignal detektiert werden. Damit konnte gezeigt werden, dass CXCR4 und CXCR7 
an der Oberfläche von RN22-Zellen vorhanden sind. TODO
Abb. 6: Nachweis von CXCR4 und CXCR7 an der Zelloberfläche
3.4. Aktivierung intrazellulärer Signalwege
In den vergangenen Jahren wurden zahlreiche intrazelluläre Effekte beschrieben, die durch die 
Aktivierung des Chemokinrezeptors CXCR4 ausgelöst werden (Ganju et al 1998,  Vila-Coro 
et al. 1999, Busillo und Benovic 2006). Von CXCR7 hingegen waren bisher keine solchen 
Effekte  bekannt,  und es  wurde  daher  angenommen,  das  es  sich  hierbei  um einen  “silent 
receptor” handelt, der selbst keine Signalwege aktiviert (Hartmann et al. 2008). Deshalb sollte 
im Rahmen dieser Arbeit eine Reihe von Signalwegen auf eine etwaige Beeinflussung durch 
CXCR4  und  CXCR7  analysiert  werden.  Dazu  wurden  zunächst  untersucht,  welche 
Signalwege durch eine Stimulation der RN22-Zellen mit SDF-1 aktiviert werden.
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Abb. 7: Untersuchung des Effekts von SDF-1 auf die Aktivierung von p38
10 h nach Umstellung auf ein serumfreies Kulturmedium wurden RN22-Zellen für 
10 min mit SDF-1-haltigem Kulturmedium verschiedener Konzentrationen behandelt. Getrennt 
untersucht wurden eine unbehandelte Kontrolle (K),  eine mit 1 nM SDF-1 behandelte und eine mit 
10 nM SDF-1 behandelte Probe. 
(A) Auf dem Western Blot zeigte sich mit zunehmender SDF-1-Konzentration eine Zunahme des 
phospho-p38-Signals (43 kDa) bei konstantem p38 pan-Signal (43 kDa). (B) Es zeigte sich ein 
signifikanter Anstieg des phospho-p38-Signals bei Verwendung von 1 nM (p=0,l03) und 10 nM 
SDF-1-Lösung (p=0,001). Dies entspricht einer Aktivierung von p38. Die Signifikanz der Ergebnisse 
wurde mit dem Tuckey ANOVA-Test beurteilt, wobei Differenzen mit p<0,05 als statistisch 
signifikant galten.
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Abb. 8: Untersuchung des Effekts von SDF-1 auf die Aktivierung von Akt
Das Experiment wurde analog zum vorangegangenen Versuch durchgeführt.
(A) Auf dem Western Blot zeigte sich das deutlich stärkere phospho-Akt-Signal (60 kDa) bei 
Stimulation mit SDF-1. Unten zum Vergleich das Akt pan-Signal (60 kDa). (B) Akt wurde lediglich 
bei Behandlung mit 10 nM SDF-1 signifikant aktiviert (p=0,016). Bei Stimulation mit 1n M SDF-1 
war keine signifikante Änderung der Akt-Aktivität zu beobachten (p>0,05)
3. Ergebnisse                                                                                                                                         37  
A
B
Abb. 9: Untersuchung des Effekts von SDF-1 auf die Aktivierung von Erk 1/2
Der Versuch wurde analog zu den beiden vorangegangen durchgeführt. Zu beachten ist, dass Erk in 
den Formen Erk 1 und Erk 2 vorliegt, die beide in der Elektrophorese erscheinen und folglich zu 
einer Doppelbande führen.
(A) Zum Vergleich die Signale von phospo-Erk1/2 (42 kDa) und Erk pan (43 kDa) im Western 
Blot. (B) Lediglich eine Stimulation mit 10 nM SDF-1 führte zu einem signifikanten Anstieg der 
Erk1/2-Aktivität (p=0,024). 1 nM SDF-1 löste keinen signifikanten Effekt aus.
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Abb. 10: Untersuchung des Effekts von SDF-1 auf die Aktivierung von PKC ζ/λ
Die Untersuchung wurde wiederum analog zu den vorangegangen durchgeführt.
(A) Das Bild der Western Blots bestätigt den genannten Befund. oben:  phosho-PCK ζ/λ (76 kDa); 
unten: PKC pan (78 kDa). (B) Weder die Behandlung mit 1 nM SDF-1 noch mit 10 nM SDF-1 
führte zu einer signifikanten Änderung der PCK ζ/λ-Aktivität.
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Für die MAP Kinasen p38, Erk und Akt zeigte sich, dass eine Stimulation mit 100 nM SDF-1-
Lösung  zu  einem  signifikanten  Anstieg  der  phosphorylierten  Isoformen  führt,  was  einer 
Aktivierung der MAP-Kinasen entspricht. Bei p38 reichte bereits eine SDF-1-Konzentration 
von 10 nM für eine signifikante Aktivierung. Kein SDF-1-abhängiger Effekt konnte bei PKC 
ζ/λ beobachtet werden.
3.5. Differenzierte Untersuchung der SDF-1-Effekte auf intrazelluläre
  Signalwege
Um zu klären, ob die Signalwege durch CXCR4 und/oder CXCR7 aktiviert werden, wurde 
die SDF-1-abhängige Aktivierung der Signalmoleküle in Anwesenheit selektiver Chemokin-
rezeptorantagonisten untersucht.  Zur Blockierung von  CXCR4 kam AMD3100 zum Einsatz. 
Als CXCR7-Antagonist wurde CCX733 verwendet. Die Versuche wurden ähnlich den 
Signalwegsuntersuchungen unter 3.3. durchgeführt. Vor der SDF-1-Behandlung der Zellen 
wurden die Chemokin-rezeptorantagonisten ins Medium gegeben. Da sich gezeigt hatte, dass 
eine SDF-1-Konzentration von 100 nM bei den meisten untersuchten Kinasen zu einer 
maximalen Aktivierung führt, wurden die Zellen 6 h nach Umstellung auf serumfreies 
Kulturmedium für 10 min mit 100 nM SDF-1-Lösung behandelt. Zum Vergleich liefen 
parallel Versuche ohne SDF-1-Behandlung, mit SDF-1-Behandlung, mit SDF-1- und 1 mM 
AMD3100-Behandlung sowie mit SDF-1- und 1 mM CCX733-Behandlung. Anschließend 
wurden durch Western Blotting die phosphorylierten und unphosphorylierten Isoformen der 
Kinasen bestimmt.
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Abb. 11: Untersuchung der SDF-1-abhängigen Aktivierbarkeit von p38 mit Einsatz von 
spezifischen Chemokinrezeptorantagonisten
Die RN22-Zellen wurden für 6 h in einem serumfreien Medium belassen und anschließend mit 100 
nM SDF-1-Lösung oder als Kontrolle mit chemokinfreiem Kulturmedium behandelt, nachdem 
entweder 1mM AMD3100, 1mM CCX733 oder kein Antagonist (Kontrolle) hinzugegeben wurde. 
Nach 10minütiger Behandlung erfolgte die Auswertung. (A und B) Im Vergleich zur jeweiligen 
Kontrolle (ohne SDF-1-Behandlung) zeigte sich ein signifikanter Anstieg der p38-Aktivität, wenn 
kein Antagonist verwendet wurde (p=0,008). Dieser Effekt ließ sich sowohl bei der Behandlung mit 
AMD3100 als auch mit CCX733 nicht beobachten.
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Abb. 12: Untersuchung der SDF-1-abhängigen Aktivierbarkeit von Akt mit Einsatz von
spezifischen Chemokinrezeptorantagonisten
 (B) Auch Akt ließ sich ohne Zugabe eines spezifischen Antagonisten durch Behandlung mit SDF-1 
aktivieren (p=0,02). Bei vorheriger Behandlung mit AMD3100 oder CCX733 zeigte sich jedoch 
kein signifikanter Effekt.
(A) Das gleiche Bild zeigen die Bandenmuster der Western Blots. Unten zum Vergleich die 
Ladungskontrolle mit Akt pan.
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Abb. 13: Untersuchung der SDF-1-abhängigen Aktivierbarkeit von Erk1/2 mit Einsatz von
spezifischen Chemokinrezeptorantagonisten
(A und B) Ein ähnliches Bild zeigt die Untersuchung der Aktivierbarkeit von Erk. Eine Behandlung 
mit SDF-1 allein führt zu einem signifikanten Anstieg der phospholylierten Isoform (p=0,008). Kein 
signifikanter Anstieg ist bei zusätzlicher Behandlung mit 1mM AMD3100 oder 1mM CCX733 zu 
beobachten.
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Abb. 14: Untersuchung der SDF-1-abhängigen Aktivierbarkeit von PKC ζ/λ mit Einsatz von
spezifischen Chemokinrezeptorantagonisten
(A) Auf den Western Blots zeigen sich keine deutlichen Änderungen der phosphorylierten Isoform 
(oben). Unten zum Vergleich PKC pan.
(B) Die Behandlung mit SDF-1 führt weder mit noch ohne zusätzliche Antagonisierung mit 1mM 
AMD3100 oder 1mM CCX733 zu einer signifikanten Änderung der PKC ζ/λ-Aktivität.
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Diese Experimente zeigten,  dass die  SDF-1-abhängige Aktivierung von p38, Erk und Akt 
sowohl durch AMD3100 als auch durch CCX733 blockiert wird. 
3.6. Untersuchung des Migrationsverhaltens
SDF-1  hat  bekanntermaßen  einen  chemotaktischen  Einfluss  auf  Gliazellen  (Bajetto  et  al. 
2001b, Ödemis et al.  2002). Um die Bedeutung von CXCR4 und CXCR7 bei der SDF-1-
abhängigen  Steuerung  der  Migration  von  RN22-Zellen  zu  charakterisieren,  wurden 
Migrationsexperimente in Anwesenheit  der Chemokinrezeptorantagonisten AMD3100 bzw. 
CCX733 durchgeführt (Abb. 15).
Es  zeigte  sich,  dass  RN22-Zellen  signifikant  stärker  durch  die  Poren  der  Polycarbonat-
Membran  migrieren,  wenn  auf  der  Gegenseite  eine  SDF-1-Konzentration  von  100  µg/l 
herrscht (p<0,001). SDF-1 stellt also einen positiven Migrationsreiz dar und wirkt auf RN22-
Zellen als Lockstoff (Chemoattractant). 
Bei Verwendung eines der SDF-1-Rezeptorantagonisten AMD3100 oder CCX733 zeigte sich 
kein signifikanter Unterschied mehr zwischen den Zellen,  die in einem SDF-1-Gradienten 
migrierten und denen, die gegen eine chemokinfreie Kontrolllösung migrierten.
3. Ergebnisse                                                                                                                                         45  
A
B
Abb. 15: Untersuchung des Migrationsverhaltens in einem SDF-1-Gradienten unter 
Einsatz spezifischer Chemokinrezeptorantagonisten
Für die Experimente wurde eine Boyden-Kammer verwendet, deren oberer Reaktionsraum mit etwa 
50.000 Zellen befüllt wurde. Die Zellen migrierten gegen ein SDF-1-haltiges Kulturmedium 
(100 nM) oder gegen ein chemokinfreies Kontrollmedium. Zusätzlich wurden sie entweder mit einer 
Kontrolllösung oder einem der Chemokinrezeptorantagonisten AMD3100 und CCX733 behandelt. 
Nach einer Migrationszeit von 4 h wurden die Zellen fixiert und zur Auswertung mit 
Hämalaun/Eosin gefärbt. 
(A) Das Bild  zeigt die gefärbte Polycarbonatmembran mit den migrierten Zellen. Es ist ein 
deutlicher Unterschied zwischen der Kontrolle und der SDF-1-Gruppe zu sehen (1. Zeile). Bei 
Verwendung von 1 mM AMD3100 oder 1 mM CCX733 zeigt sich hingegen kein Unterschied. 
(B) Gegen eine SDF-1-haltige Lösung migrierten die RN22-Zellen signifikant stärker (p<0,001) als 
gegen die Kontrolllösung. Dieser Effekt konnte aber sowohl mit AMD3100 als auch mit CCX733 
blockiert werden.
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4. Diskussion
Schwannzellen gehören zur Gruppe der Gliazellen und kommen ausschließlich im peripheren 
Nervensystem vor. Hier liegt ihr Funktion vor allem in der Myelinisierung von Axonen, was 
deren Leitgeschwindigkeit deutlich erhöht (Dudel 2000). Ohne diesen Mechanismus hätten sich 
höhere  Organismen  mit  ihrer  Fähigkeit  zur  schnellen  Bewegung  und  Reaktion  auf 
Umwelteinflüsse nicht entwickeln können. Ferner sind Schwannzellen von Bedeutung für die 
Regeneration nach Verletzung peripherer Nerven und für das neuronale Überleben (Jessen und 
Mirsky 2005). SDF-1 ist ein Chemokin, welches vor allem als Chemoattractant für Lymphozyten 
bekannt  ist  (Bleul  et  al.  1996).  Es  bindet  an die  Chemokinrezeptoren CXCR4 und CXCR7, 
wobei das Zusammenspiel zwischen diesen zwei Rezeptoren bisher wenig untersucht wurde. Vor 
diesem Hintergrund sollten die Expression und die Effekte der Chemokinrezeptoren CXCR4 und 
CXCR7 in diesen Zellen untersucht werden. 
4.1. Verwendete Methoden
Für  die  vorliegende  Arbeit  wurde  die  Schwannzelllinie  RN22  verwendet,  welche  aus 
chemisch induzierten Schwannomen der Ratte gewonnen und über die European Collection of 
Cell Cultures bezogen wurde (Pfeiffer und Wechsler 1972). Die Zelllinie wurde verwendet, da 
sie leicht zu verarbeiten ist und es sich um ein etabliertes, gut charakterisiertes Zellmodell 
handelt (Brockes und Raff 1979,  Pinkas-Kramarski et al. 1997,  Gentry et al. 2000). Ferner 
besteht  nicht,  wie  bei  der  Verwendung  von  primären  Schwannzellen,  die  Gefahr  einer 
Verunreinigung durch andere Zelltypen. 
Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Expression von CXCR4 und CXCR7 in Schwannzellen 
auf verschiedenen Ebenen untersucht werden. Deshalb wurde zunächst eine semiquantitative 
PCR  von  durch  Reverse  Transkription  gewonnenen  cDNA-Proben  durchgeführt,  um  die 
Expression auf RNA-Ebene nachzuweisen. Da es sich bei der PCR um ein hoch sensitives 
Verfahren  handelt,  besteht  die  Gefahr,  z.B.  durch  Verunreinigung  des  Reaktionsansatzes, 
falsch  positive  Ergebnisse  zu  erhalten.  Deshalb  wurde  bei  jedem  PCR-Experiment  als 
Negativkontrolle eine Leerprobe hinzugefügt.
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Zum Expressionsnachweis auf Proteinebene und zur Untersuchung der Signalwegsaktivierung 
wurden  Western-Blotting-Experimente  durchgeführt.  Die  Spezifität  der  dazu  verwendeten 
Antikörper wurde durch vorangegangene Arbeiten erprobt (Ödemis et al. 2010). Um nun die 
CXCR4/CXCR7-Effekte  auch  auf  biologisch-funktioneller  Ebene  nachzuweisen,  wurden 
unter  Verwendung einer  Boyden-Kammer  Migrationsversuche in  einem SDF-1-Gradienten 
durchgeführt. Die Auswahl des Migationsassays erfolgte, weil es sich bei der Migration um 
einen grundlegenden und für die biologische Funktion in situ wichtigen Zellprozess handelt. 
Da  Chemokinrezeptoren  in  Schwannzellen  bisher  wenig  untersucht  sind,  empfahl  sich 
außerdem  zunächst  die  Untersuchung  einer  basalen  biologischen  Funktion,  um  spätere 
Arbeiten zu diffizileren Abläufen, wie der Myeliniesierung von Axonen, vorzubereiten. Bei 
der  Boydenkammer  handelt  es  sich um ein  seit  1962 gebräuchliches  und inzwischen gut 
erprobtes Migrationsassay (Boyden 1962, Falasca et al. 2011).
4.2. Expressionsnachweis
Zunächst wurde mittels semiquantitativer PCR auf RNA-Ebene die Expression der Gene der 
Chemokinrezeptoren  nachgewiesen.  Bisher  gibt  es  zur  Expressionskontrolle  der  SDF-1-
Rezeptoren in Schwannzellen nur wenige Daten, die sich zudem alle auf CXCR4 beziehen: 
So ist eine Beteiligung von TNFα an der Expressionskontrolle, welche u.a. durch cAMP und 
den Transkriptionsfaktor  MASH-2 vermittelt  wird,  bekannt  (Küry et  al.  2002, Küry et  al. 
2003). Anschließend erfolgte im Rahmen der vorliegenden Arbeit durch Western Blotting der 
Nachweis, dass auch die Rezeptorproteine in RN22-Zellen exprimiert werden. Und auch das 
Vorhandensein  der  Rezeptorproteine  an  der  Zelloberfläche  konnte  mit  Hilfe  der  FACS 
nachgewiesen werden.
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4.3. SDF-1-induzierte Signalwege
Durch  diese  Arbeit  konnte  gezeigt  werden,  dass  in  der  Schwannzelllinie  RN22  nach 
Stimulation mit SDF-1 die intrazellulären Kinasen p38, Erk und Akt aktiviert werden. Dieser 
Effekt ist konzentrationsabhängig - er prägt sich mit steigender SDF-1-Konzentration stärker 
aus. Keine signifikanten Effekte konnten für PKC ζ/λ nachgewiesen werden. 
Bei Erk1/2 und bei p38 handelt es sich um MAP-Kinasen (MAPK). Dies ist eine Gruppe von 
Serin/Threonin-Kinasen, die zentral an der Vermittlung von Zellprozessen wie Proliferation, 
Differenzierung, Wachstum und Apoptose beteiligt sind (Chang und Karin 2001). Sie sind im 
Laufe  der  Evolution in  Eukaryonten  stark konserviert  worden (Widman et  al.  2001).  Zur 
Aktivierung ist es nötig, dass die MAPK an einem Tyrosin- und einem Threoninrest, welche 
nur  durch  eine  Aminosäure  getrennt  sind,  phosphoryliert  werden.  Dies  geschieht  durch 
übergeordnete  Kinasen (MAPKK oder  MAP2K),  welche wiederum durch andere Kinasen 
(MAP3K) aktiviert werden. Dieser Transduktionsweg wird als Signalkaskade bezeichnet und 
in der Regel durch eine Ligand-Rezeptor-Interaktion initiiert.  Häufig werden die auf diese 
Weise funktionell in Verbindung stehenden Kinasen als Modul zusammen gefasst (Roux und 
Blenis  2004).  Aufgrund  der  Vielzahl  der  beteiligten  Kinasen  und  der  Tatsache,  dass  ein 
Stimulus auch mehrere MAPK-Achsen aktivieren kann, ergibt sich ein komplexes Bild der 
Signaltransduktion. An der funktionellen Strukturierung der beteiligten Kinasen in Modulen 
sind dabei auch verschiedene Strukturproteine ohne eigene enzymatische Aktivität beteiligt, 
welche simultan die verschiedenen beteiligten Proteine binden (Yoshioka 2004). 
Ihre  biologische  Wirkung  entfalten  die  MAP-Kinasen  u.a.  durch  Interaktion  mit 
Zytoskelettproteinen oder Phospholipasen (Roux und Blenis 2004). Ferner können nukleäre 
Transkriptionsfaktoren  reguliert  werden.  Dazu akkumulieren  die  MAP-Kinasen nach ihrer 
Aktivierung im Zellkern (Cross et al. 2000). Weitere Wirkungen werden über die Gruppe der 
MAP-aktivierten Proteinkinasen (MK) entfaltet. Zu dieser Gruppe gehören unter anderen die 
ribosomalen S6-Kinasen (RSK), die mitogen- und stressaktivierten Kinasen (MSK) und die 
MAPK-interagierenden  Kinasen  (MNK).  Die  MKs  verstärken  das  MAPK-Signal  bei  der 
Vermittlung einer Reihe biologischer Effekte (Roux und Blenis 2004).
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit  wurde das Aktivierungsverhalten der MAPK  Erk1/2 
untersucht. Diese gehören zur Gruppe der Erk (extracellular signal-regulated protein kinases) 
und werden innerhalb dieser Gruppe als klassische MAP-Kinasen bezeichnet. Weitere Erks 
sind  die  „großen“  MAP-Kinasen  Erk3,  Erk5,  Erk7  und  Erk8,  welche  neben  der  Kinase-
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Domäne auch über eine C-terminale Domäne verfügen (Kuo et al. 2004). Erk6 wird nicht 
mehr zur Erk-Familie, sondern als p38-γ zu den p38-MAP-Kinasen gezählt (Kuo et al. 2004). 
Allen  Kinasen  der  Erk-Familie  ist  gemeinsam,  dass  sie  ein  Aktivierungsmotiv  Threonin-
Glutamat-Thyrosin  beinhalten  (TEY-Motiv)  (Copp  und  Goldsmith  1995).  Erk1/2  werden 
durch die MAPK-Kinasen MEK1 und MEK2 aktiviert, welche wiederum durch die MAP3Ks 
A-Raf, B-Raf, Raf-1 und c-MOS phosphoryliert werden (Roux und Blenis 2004). Die Gruppe 
wird in unterschiedlichem Maße durch alle Zelltypen exprimiert (Chen et al. 2001). Aktiviert 
wird  der  Erk1/2-Signalweg  in  erster  Linie  durch  Wachstumsfaktoren,  aber  auch  durch 
proinflammatorische Zytokine, osmotischen Stress und Mikrotubulidegradation (Lewis et al. 
1998).  Der  Haupteffekt  einer  Aktivierung  ist  die  verstärkte  Proliferation  der  Zelle.  Dazu 
werden eine Reihe membranöser (CD120a, Syk, Calnexin), nukleärer (SRC-1, Pax6, NF-AT, 
Elk-1, MEF2, c-Fos, c-Myc, STAT3) und zytoskeletaler Substrate  (Neurofilament, Paxillin) 
phosphoryliert  (Chen  et  al.  2001).  Da,  wie  durch  diese  Arbeit  gezeigt,  Erk1/2  durch 
CXCR4/CXCR7 aktiviert werden, ist von einem mitogenen SDF-1-Effekt auf Schwannzellen 
auszugehen. Diese Annahme wird durch die Ergebnisse von Ödemis et al. (2010) gestützt, die 
nach  SDF-1-Stimulation  in  primären  Schwannzellen  eine  verstärkte  Expression  des 
Proliferationsmarkers Ki67 sahen. 
Die  zweite  untersuchte  MAP-Kinase  ist  p38,  auch als  CSBP,  mHOG1,  SAPK2 oder  RK 
bekannt.  Die Isoformen p38-α (MAPK14),  p38-β(MAPK11),  p38-γ (MAPK12 oder Erk6) 
und  p38-δ  (MAPK13  oder  SAPK4)  bilden  die  p38-Familie  (Zang  und  Dong  2007). Als 
gemeinsames Strukturmerkmal tragen alle  Isoformen ein Aktivierungsmotiv aus  Threonin, 
Glycin und Thyrosin (TGY). Das p38-Modul beinhaltet neben den genannten p38-Isoformen 
die MAP3Ks MEKKs 1-4, MLK 2 und 3, DLK, ASK1, Tpl2 (auch Cot) und Tak1 sowie die 
MAP2Ks MEK3 und MEK6 (Roux und Blenis 2004). Das p38-Modul wird in erster Linie 
durch  thermischen,  oxidativen  oder  osmotischen  Stress,  durch  ionisierende  Strahlung, 
Lipopolysaccharide und proinflammatorische Zytokine aktiviert (Cross et al. 2000, Roux und 
Blenis 2004). In geringerem Maß wirken auch Wachstumsfaktoren aktivierend. Diese Stimuli 
führen zunächst  zu einer  Phosphorylierung der  MAP3Ks (s.o.).  Diese aktivieren teilweise 
neben p38 auch die Kinasen des JNK-Moduls. JNKs (c-Jun N-terminale Kinasen) sind eine 
andere Gruppe von MAP-Kinasen mit p38-ähnlicher Funktion und Aktivierbarkeit, die über 
ein Threonin-Prolin-Thyrosin-Aktivierungsmotiv (TPY) verfügen (Zhang und Dong 2007).
Die  aktivierte  p38-MAPK  realisiert  ihre  biologischen  Effekte  durch  eine  Reihe  von 
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Phoshorylierungsprozessen.  So  werden  etwa  die  Phospholipase  A2,  das  Mikrotubuli-
assoziierte Protein Tau oder die Transkriptionsfaktoren ATF 1 und 2, MEF2A, Sap-1, Elk-1, 
NF-κB,  Ets-1 und p53 phosphoryliert  (Kyriakis  und Avruch 2001).  Dadurch ist  p38 z.B. 
beteiligt  an  der  Auslösung  und  Steuerung  der  Apoptose  (Zhang  und  Dong  2007).  In 
verschiedenen Zelltypen des Immunsystems wie neutrophilen Granulozyten,  Makrophagen 
und  T-Lymphozyten  löst  eine  p38-Aktivierung  Prozesse  wie  Proliferation,  Migration  und 
Degranulation  aus  (Roux  und  Blenis  2004).  Die  MAPK  ist  daher  essentiell  für  die 
Immunantwort und die Ausbildung von Entzündungsreaktionen. Dies zeigen auch Versuche 
mit  p38-Knock-out-Mäusen,  welche  über  keine  suffiziente  Immunantwort  verfügen 
(Cuadrado und Nebreda 2010). 
           Abb. 16:   Signalkaskaden mit den MAP-Kinasen Erk1/2, p38 und JN
Da bereits die Rolle von SDF-1 in Entzündungsprozessen bekannt ist (Zernecke et al. 2005, 
Calderon et al. 2006), verwundert es nicht, dass im Rahmen  dieser Arbeit auch eine SDF-1-
abhängige  Aktivierung  von  p38  gezeigt  werden  konnte.  Dass  neben  p38 
(Entzündungsreaktion,  Migration)  auch  Erk1/2  (Proliferation)  aktiviert  werden,  liefert 
wiederum  einen  Hinweis  auf  die  Beteiligung  von  SDF-1  an  den  Entzündungs-  und 
Reparaturprozessen nach der Verletzung peripherer Nerven (Chen et al. 2001).
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Diese  Arbeit  untersuchte  auch  das  Verhalten  von  Akt  und  PKC  bei  SDF-1-Stimulation. 
Hierbei handelt es sich um Proteinkinasen, welche wie die MAP-Kinasen Serin-Threonin-
Kinasen  sind  und  ebenfalls  eine  wichtige  Rolle  in  der  intrazellulären  Signaltransduktion 
spielen. Akt (auch Proteinkinase B, PKB) ist eine Gruppe von 3 Isoformen: Akt1 (PKBα), 
Akt2 (PKBβ) und Akt3 (PKBγ). Akt1 und Akt3 kommen ubiquitär in menschlichen Geweben 
vor, während Akt2 vor allem in Insulin-sensiblen Geweben exprimiert wird (Gonzalez und 
McGaw  2009).  Bei  der  Aktivierung  von  Akt  kommt  der  Phosphatidylinsositol-3-Kinase 
(PI3K)  eine  zentrale  Bedeutung  zu.  Dieses  Enzym  wird  u.a.  über  Rezeptoren  für 
Wachstumsfaktoren  aktiviert  und  phosphoryliert  Inositol-Phospholipide  in  3'-OH-Position 
(Marte  und  Downward  1997).  Als  Produkt  entsteht  vor  allem  Phosphoinositol-3,4,5-
trisphosphat  (PIP3)  und  Phosphoinositol-3,4-bisphosphat  (PIP2).  Diese  binden  an  Akt, 
wodurch die Proteinkinase an die Innenseite der Zellmembran rekrutiert wird (Cross et al. 
2000). Dort erfolgt durch Phosphorylierung an den den Aminosäuren 308 (Serin) und 473 
(Threonin) mittels PDK I und II (Phosphoinositide-dependent kinase) die Aktivierung. Die 
aktivierte Proteinkinase B kann von der Zellmembran in verschiedene Zellkompartimente, 
wie den Zellkern, translozieren. Durch Phosphorylierung einer Reihe von Substraten (s. Abb. 
17) können biologische Effekte wie Proliferation, Zellwachstum und Zellüberleben ausgelöst 
werden (Manning und Cantley 2007).
Abb. 17: Verschiedene Substrate und Funktionen von PKB/Akt
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Moduliert wird dieser Mechanismus durch die Phosphatase PTEN (phosphatase and tensin 
homolog), die PIP3 inaktiviert und einen Tumorsuppressor darstellt (Marte und Downward 
1997). Für Schwannzellen wurde gezeigt, dass eine Aktivierung von Akt/PKB insbesondere 
zu Proliferation, Zellüberleben und Migration führt (Chang et al. 2009, Cheng et al. 2000). 
Interessant sind in diesem Zusammenhang auch die Ergebnisse von Ogata et al. (2004), die 
den  Einfluss  des  Erk1/2-  und  des  Akt-Signalweges  auf  die  Differenzierung  von 
Schwannzellen untersuchten. Es zeigte sich, dass eine Behandlung der Zellen mit Neuregulin 
und  PDGF  (vermittelt  durch  Erk-Aktivierung),  die  Differenzierung  zu  myelinisierenden 
Schwannzellen  hemmt.  Das gleiche  gilt  für  die  Expression  von MAG (Myelin-associated 
glycoprotein), einem typischen Myelinprotein. Dem gegenüber führte eine Behandlung mit 
IGF-1 durch Aktivierung der PI3K und von Akt zu einer verstärkten Expression von MAG. 
Die bereits besprochenen Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen auch an eine Rolle von 
CXCR4 und CXCR7 bei posttraumatischen Reparaturvorgängen denken. Darum wären von 
künftigen Untersuchungen der SDF-1-abhängigen MAG-Expression interessante Ergebnisse 
zu erwarten. 
Abb. 18: Steuerung der Differenzierung und Myelinexpression bei Schwannzellen mit fraglicher Rolle des 
CXCR4/CXCR7-Systems
54                                                                                                                                        4. Diskussion  
Als letzte der untersuchten Kinasen ist PKCζ zu besprechen. Diese gehört zur Gruppe der 
Proteinkinase-C-Isoenzyme,  einer  Familie  von  10  Serin-Threonin-Kinasen.  Die  einzelnen 
Kinasen sind in ihrer katalytischen Domäne hochgradig homolog. Durch Unterschiede in der 
regulatorischen  Domäne  reagieren  die  Kinasen  aber  auf  verschiedene  intrazelluläre 
Aktivatoren  (Kheifets  und  Mochly-Rosen  2007).  Deshalb  werden  die  PKC  in  drei 
Untergruppen  eingeteilt:  Die  klassischen  PKC  (cPKC:  α,  βI,  βII,  γ)  lassen  sich  durch 
Calciumionen  und  Diacylglycerol  (DAG)  aktivieren,  was  sie  funktionell  mit  der 
Phospholipase C verbindet. Neue PKC (nPKC: ε, δ, θ, η) sind nur durch DAG aktivierbar 
während atypische PKC (aPKC: η, ζ , λ/ι) auf keinen der beiden Botenstoffe reagieren (Mellor 
und  Parker  1998).  PKCζ  ist  strukturell  verwandt  mit  PKCλ/ι  und  besitzt  wie  diese  vier 
Domänen: N-terminal liegt die PB1-Domäne, gefolgt von einer Pseudosubstrat-Domäne (PS), 
der  C1-Domäne  und  der  C-terminalen  Kinasedomäne  (Hirai  und  Chida  2002).  Die  PS-
Domäne  blockiert  im  inaktiven  Zustand  die  katalytische  Region  der  Kinase-Domäne.  Es 
existiert  eine Proteinkinase,  die  über  keine PS-Domäne verfügt,  sonst  aber  strukturell  mit 
PKCζ identisch  ist:   PKMζ  (Proteinkinase  M  ζ).  Diese  ist  aufgrund  der  fehlenden 
Autoinhibierung durch die PS-Domäne permanent aktiv und spielt u.a. eine wichtige Rolle für 
das Langzeitgedächtnis (Serrano et al. 2008). Der wichtigste Aktivator der PKCζ ist PIP3, das 
an  die  C1-Domäne  bindet  (Nakanishi  et  al.  1993).  Aber  auch  Phosphatidsäure, 
Arachidonsäure und Ceramide wirken aktivierend (Limatola et al. 1994, Müller et al. 1995). 
In Folge der Aktivierung löst sich die PS-Domäne von der Kinasedomäne und verschiedene 
Substrate können phosphoryliert werden. Dazu gehören die MAPK Erk1/2 und die MAPKK 
MEK1 (Hirai  und Chida  2002),  die  Tyrosinkinase  Src (Seibenhener  et  al.  1999)  und die 
Phosphoinositol-abhängige Kinase PDK1(Le Good et al.  1998).   PKCζ steht so mit  einer 
Reihe von Signalwegen in Verbindung. Dazu gehören der Erk1/2-MAPK-Weg (s.o.) und – 
über PDK1 – der PKB/Akt-Signalweg. Das lässt auf eine Rolle bei der Modulierung anderer 
Signalwege denken, wie es bereits bei Monozyten bekannt ist: Müller et al. zeigten, dass PCK 
ζ in diesen Zellen die NGF-induzierte Aktivierung von NFκB unterbinden kann (Müller et al. 
1995). 
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4.4. Die Rolle  von CXCR4 und CXCR7 bei der  SDF-1-abhängigen 
Signalvermittlung
Die Ergebnisse dieser Arbeit bezüglich der Aktivierbarkeit von Erk1/2, p38, Akt und PKC 
decken sich mit den Untersuchungen von Ödemis et al. (2010), die die bisher einzigen Daten 
zur  intrazellulären  Signaltransduktion  in  mit  SDF-1  behandelten  Schwannzellen  geliefert 
haben. Vergleicht man die Situation bei Schwannzellen mit der bei anderen Zelltypen, so zeigt 
sich  ein  sehr  heterogenes  Bild.  So  fanden  Oh  et  al.  (2001)  bei  Astrogliomazellen  nach 
Behandlung  mit  SDF-1  eine  verstärkte  Aktivierung  (Phosphorylierung)  von  Erk2,  jedoch 
nicht  von  p38.  Dies  wird  bestätigt  durch  Ödemis  et  al.,  die  in  der  bereits  erwähnten 
Untersuchung (2010) bei primären Astrozyten eine SDF-1-abhängige Aktivierung von Erk1/2, 
Akt  und  PKC  ζ/λ,  jedoch  nicht  von  p38  und  PKC  α/β  sahen.  Anders  stellten  sich  die 
Ergebnisse  zu  Neuronen  dar:  So  führt  SDF-1  bei  Neuronalen  Progenitorzellen  zur 
Proliferation, vermittelt durch eine Aktivierung von Akt (Wu et al. 2009). Ferner wurde eine 
Aktivierung  des  Erk1/2-Signalweges  beschrieben  (Luo  et  al.  2008).  Eine  Untersuchung, 
welche  sich  mit  der  Dysfunktion  der  Blut-Hirn-Schranke  im  Rahmen  der  HIV-Infektion 
beschäftigte, zeigte, dass die Bindung des HIV-Oberflächenfaktors gp120 an CXCR4 zu einer 
Aktivierung von  PKC ζ/λ führt (Kanmogne et al.). Sehr wenig ist bisher über die von CXCR4 
und CXCR7 aktivierten intrazellulären Signalwege in Oligodendrozyten bekannt. Es wurde 
aber gezeigt, dass es nach Behandlung mit SDF-1 auch bei diesen Zellen zu einer verstärkten 
Phosphorylierung  von  Erk1/2  kommt  (Göttle  et  al.  2010).  Dieser  Effekte  konnte  durch 
Blockade von CXCR7 mittels CCX754 unterbunden werden. Im Rahmen der selben Arbeit 
konnte  auch  eine  Rolle  von  SDF-1  bei  der  Differenzierung  von  Oligodendrozyten 
nachgewiesen werden. Die Beteiligung von SDF-1 an der Migration dieser Zellen ist schon 
länger  bekannt  (Diembowska  et  al.  2005).  Als  Vertreter  eines  entwicklungsgeschichtlich 
unterschiedlichen Zelltyps seien die mesenchymalen Stammzellen genannt. Wie bei Neuronen 
und Gliazellen führt die Behandlung mit SDF-1 auch hier zu einer Aktivierung von Erk1/2 
und Akt (Ryu et al. 2010). Anders als bei Neuronen wurde aber auch eine Aktivierung von 
p38 nachgewiesen (Ryu et al. 2010). Es scheint sich ein Muster in der Signalwegaktivierung 
durch CXCR4 und CXCR7 zu zeigen. Auch in embryologisch verschiedenen Zelltypen wie 
Gliazellen und mesenchymalen Stammzellen führt die SDF-1-Behandlung in gleicher Weise 
zu  einer  Aktivierung  von  Erk1/2  und  Akt.  Diese  Kinasen  verstärken  Proliferation  und 
Zellüberleben. Unterschiede gibt es bei der Aktivierung der Signalwege p38, PKC α/β und 
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PKC ζ/λ. Hier wird das Aktivierungsverhalten offenbar von weiteren Signalschritten, wie z.B. 
zelltypspezifisch  exprimierten  oder  regulierten  G-Proteinen  (Wettschureck  und Offermann 
2005), beeinflusst. 
Die  umfassende Kenntnis  der  biologischen Funktion  von SDF-1 macht  es  notwendig,  zu 
verstehen, ob und in welcher Weise die Rezeptoren CXCR4 und CXCR7 interagieren.  Im 
Rahmen  dieser  Arbeit  wurde  deshalb  eine  Reihe  von Experimenten  durchgeführt,  welche 
klären sollten, ob es sich bei den nachgewiesenen Signalwegsaktivierungen um Effekte der 
SDF-1-Bindung an CXCR4 oder an CXCR7 handelt. Diese Untersuchungen bauen auf den 
Ergebnissen von Ödemis et al. (2010) auf. Diese Arbeitsgruppe verwendete aus neugeborenen 
Ratten gewonnene und kultivierte Schwannzellen. Mit Hilfe von RNA-Interferenz wurde die 
Expression von CXCR4 bzw. CXCR7 unterbunden, was jeweils dazu führte, dass keine der 
untersuchten Kinasen (Erk1/2,  p38, Akt,  PKC α/β,   PKC ζ/λ) mehr aktiviert  wurden. Die 
vorliegende   Arbeit  sollte  untersuchen,  ob  auch  die  Unterbindung  der  Rezeptor-Ligand-
Interaktion  ausreicht,  um  eine  Aktivierung  nachgeschalteter  Signalschritte  zu  verhindern. 
Dazu  wurden  die  beschriebenen  Experimente  zur  Untersuchung  der  intrazellulären 
Signalwege unter Verwendung der spezifischen Antagonisten für CXCR4 (AMD3100) und 
CXCR7  (CCX733)  wiederholt.  Dabei  zeigte  sich  für  Erk1/2,  p38  und  Akt,  dass  die 
Blockierung  eines  der  beiden  Chemokinrezeptoren  ausreicht,  um  die  vorher  noch 
nachgewiesene Aktivierung komplett zu unterbinden. Der Effekt entspricht einer logischen 
UND-Verknüpfung.  Beide  Chemokinrezeptoren  müssen  ihren  Liganden  binden,  um einen 
Effekt auszulösen. Dieses Phänomen kann auf verschiedene Weise erklärt werden (s. Abb. 
19): CXCR4 und CXCR7 könnten gemeinsam einen dritten Signalschritt aktivieren, was nur 
gelingt, wenn beide Rezeptoren zur gleichen Zeit ihren Liganden binden. Ein solcher dritter 
Signalschritt  ist  bisher  nicht  bekannt.  Eine  andere  mögliche  Erklärung ist,  dass  einer  der 
beiden  Rezeptoren  tatsächlich,  wie  zunächst  für  CXCR7  angenommen  (Hartmann  et  al. 
2008), nur als „silent receptor“ agiert und zur Sensibilisierung des jeweils anderen Rezeptors 
nötig  ist.  Eine  weitere  Erklärung  wäre,  dass  CXCR4  und  CXCR7  als  präformierte 
Heterodimere vorliegen. Bindet ein kompetitiver Chemokinrezeptorantagonisten, könnte die 
Ligandenbindungsstelle  des  jeweils  anderen   Rezeptors  ebenfalls  blockiert  werden.  Die 
Bildung solcher Heterodimere wurde bereits in Astrozyten (Ödemis et al. 2010), nicht jedoch 
in Schwannzellen nachgewiesen. Für andere Zellarten gibt  es bereits  Untersuchungen,  die 
Hinweise auf die Rolle von CXCR4-CXCR7-Heterodimeren bei der Ligandenbindung und 
der  Signaltransduktion  gezeigt  haben  (Luker  et  al.  2008).  Luker  et  al.  benutzten  ein 
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Luciferase-Assay  um  diese  Heterodimere  in  humanen  Zelllinien  und  lebenden  Mäusen 
nachzuweisen  und  zu  quantifizieren.  Nach  ihren  Ergebnissen,  wir  die  Bildung  der 
Heterodimere nicht durch die Bindung von SDF-1 an einen der Rezeptoren induziert. Diese 
Untersuchungen  bestätigten  die  Ergebnisse  von  Sierro  et  al.  (2007),  die  mit 
Koimmunopräzipitation arbeiteten.
Abb. 19: Hypothetische Mechanismen der intrazellulären Signaltransduktion von CXCR4 und CXCR7
(A) Gemeinsame Aktivierung eines (bisher unbekannten) nachgeschalteten Signalschrittes
(B) Bildung eines  Heterodimers
(C) Sensibilisierung durch einen „silent receptor“
Weiterführende  Arbeiten  –  evtl.  mit  den  oben  erwähnten  Methoden  –  könnten  künftig 
aufklären,  ob  die  durch  diese  Arbeit  gefundenen  Effekte  tatsächlich  durch 
Heterodimerbildung verursacht werden. Da im Rahmen dieser Arbeit nur eine beschränkte 
Menge  von  Signalwegen  untersucht  werden  konnte,  ist  es  möglich,  dass  in  Zukunft 
intrazelluläre Effekte gefunden werden, die auch von einem der Chemokinrezeptoren alleine 
ausgelöst  werden  können.  Dies  spräche  gegen  die  oben  angesprochene  Hypothese  eines 
„silent receptor“, welcher den jeweils anderen Chemokinrezeptor sensibilisiert. 
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4.5. Zelluläre Effekte von SDF-1 auf RN22
Um auch auf der Ebene basaler biologischer Zellfunktionen den Einfluss von CXCR4 und 
CXCR7 zu prüfen, wurden unter Verwendung einer Boydenkammer Migrationsexperimente 
in einem SDF-1-Gradienten durchgeführt.  Dabei zeigte sich,  dass RN22-Zellen signifikant 
stärker durch die verwendete Polycarbonat-Membran migrierten, wenn auf der anderen Seite 
eine SDF-1-Konzentration von 70 µg/l herrscht. SDF-1 wirkt demnach auf Schwannzellen als 
chemotaktischer Lockstoff (Chemoattractant). Da, wie oben beschrieben, die Behandlung mit 
SDF-1 zu einer Aktivierung von Erk1/2, Akt und p38 führt, liegt die Vermutung nahe, dass 
eine oder mehrere dieser Kinasen an der SDF-1-vermittelten Migration von Schwannzellen 
beteiligt  ist.  Insbesondere für Erk1/2 und p38 ist bereits eine Rolle bei der Steuerung der 
Chemotaxis  bekannt  (Busillo  et  al.  2007,  Lazarini  et  al.  2003).  Welcher  oder  welche der 
beschriebenen  Signalwege  die  Migration  von  Schwannzellen  in  einem SDF-1-Gradienten 
vermittelt,  könnte  im Rahmen  künftiger  Arbeiten  durch  selektive  Blockade der  einzelnen 
Kinasen  differenziert  werden.  Im  Zuge  der  aktuellen  Arbeit  zeigte  sich,  dass  der 
chemotaktische Effekt von SDF-1 sowohl durch AMD3100 als auch durch CCX733 blockiert 
werden kann. Da schon die Aktivierung von Akt, p38 und Erk auf diese Weise zu inhibieren 
ist, liegt die Ursache für diesen Effekt wahrscheinlich bereits auf Rezeptorebene oder in der 
frühen Phase der intrazellulären Signaltransduktion – etwa auf Ebene der G-Proteine. Ödemis 
et  al.  (2010)  führten  mit  Schwannzellen  ebenfalls  funktionelle  Experimente  durch.  Sie 
untersuchten den Einfluss von SDF-1 auf die Proliferation der Zellen. Dazu bestimmten sie 
die  Expressionsrate  des  Proliferationsmarkers  Ki67.  Es  zeigte  sich,  dass  eine  48-stündige 
Behandlung mit 10nM SDF-1-Medium zu einer signifikant erhöhten Proliferationsrate führte. 
Durch Depletion von CXCR4 mittels siRNA konnte dieser Effekt völlig blockiert werden. 
Wurde aber eine höhere SDF-1-Konzentration (100nM) zur Stimulation der Zellen verwendet, 
konnte auch nach CXCR4-Depletion eine verstärkte Proliferation festgestellt werden. Dem 
gegenüber  führte  bei  Depletion  von CXCR7 weder  eine  Stimulation  mit  10nM noch mit 
100nM SDF-1-Medium zu einer  verstärkten Proliferation.  Dies unterstreicht nochmals die 
Rolle von CXCR7 bei der Vermittlung biologischer SDF-1-Effekte in Schwannzellen. Ebenso 
wie bei der Migrationskontrolle sind offenbar auch hier beide Chemokinrezeptoren an der 
Signaltransduktion  beteiligt,  auch  wenn  die  Ergebnisse  einen  im Detail  unterschiedlichen 
Mechanismus der Signaltransduktion vermuten lassen.
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4.6. Fazit
Durch diese Arbeit konnte – im Gegensatz zu früheren Annahmen – die zentrale Bedeutung 
von  CXCR7  bei  der  SDF-1-vermittelten  Signaltransduktion  gezeigt  werden.  In 
Schwannzellen  ist  dieser  Rezeptor  bei  der  Aktivierung  der  untersuchten  Signalwege  von 
ebenso großer Bedeutung für die SDF-1-Signaltransduktion wie CXCR4. Aufbauend auf den 
Ergebnissen vorangegangener Untersuchungen (Küry et al. 2003; Ödemis et al. 2010) konnte 
weitere Details dieses funktionellen Zusammenhangs aufgeklärt werden: Nur wenn sowohl 
CXCR4  als  CXCR7  ihren  Liganden  binden,  kommt  es  zur  Aktivierung  intrazellulärer 
Signalschritte und zu biologischen Effekten. Zumindest für die hier untersuchten Signalwege 
könnte man deshalb von einem CXCR4/CXCR7-System sprechen. 
Wie genau die  Interaktion zwischen den beiden Rezeptoren stattfindet,  muss vorerst  noch 
offen bleiben. Neue Methoden und Ansätze – wie etwa die Verwendung von spezifischen 
Antagonisten  oder  Agonisten  der  verschiedenen  Kinasen  –  versprechen  hier  künftig 
Aufklärung. 
Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern einen Beitrag zum Verständnis der intrazellulären Effekte 
der Chemokinrezeptoren CXCR4 und CXCR7 bei Schwannzellen. Die Untersuchung dieser 
Thematik  steht  noch  am  Anfang,  kann  aber  im  weiteren  Verlauf  zu  einem  besseren 
Verständnis verschiedener physiologischer und pathologischer Prozesse beitragen, wovon im 
Folgenden nur einige genannt werden können:
Wie in Versuchen mit knock-out-Mäusen bereits gezeigt wurde, führt der  Mangel an CXCR4 
zu  einer  fehlerhaften  Innervierung  der  Extremitäten  (Ödemis  et  al.  2005).  Welche  Rolle 
Schwannzellen aber bei diesem Phänomen spielen, ist noch nicht bekannt.
Schwannzellen sind stark an der Wallerschen Degeneration von peripheren Nerven beteiligt 
(Zilles und Kretschmann 2003).  Dieser komplexe Vorgang umfasst  die Desintegration des 
Axons  und  der  Myelinscheide  distal  einer  z.B.  durch  Kompression  oder  Ischämie 
hervorgerufenen Schädigung. Es kommt zur Dedifferenzierung der Schwannzellen,  gefolgt 
von  Proliferations-  und  Migrationsprozessen,  wodurch  die  Voraussetzungen  für  die 
Regeneration  des  Axons  entstehen  (Dubovy  2011).  Da  die  im  Rahmen  dieser  Arbeit 
untersuchten Kinasen Akt, Erk1/2 und p38 an Proliferation und Migration beteiligt sind (Chen 
et al. 2001, Roux und Blenis 2004, Chang et al. 2009), stellt sich die Frage, ob auch SDF-1 
und seinen Rezeptoren eine Rolle bei diesen Prozessen zukommt. 
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Bei einer Reihe von Erkrankungen spielen Schwannzellen eine Schlüsselrolle. Relativ selten 
treten  von  Schwannzellen  ausgehende  Tumoren  auf.  Zu  unterscheiden  sind  dabei  reine 
Schwannome,  die  sporadisch  und  im  Rahmen  der  Neurofibromatose  2  auftreten  können 
(Ahmad  et al. 2009), und Neurofibrome bei Morbus Recklinghausen (Neurofibromatose 1). 
Schwannome  sind  reine  Schwannzelltumore,  während  Neurofibrome  auch  bindegewebige 
Anteile enthalten (Jouhilahti et al. 2011). Anders als Schwannome können Neurofibrome auch 
maligne transformieren (Evans et al.  2002). Bei den Neurofibromatosen Typ 1 und Typ 2 
handelt es sich hereditäre Tumorerkrankungen, die beide autosomal-dominant vererbt werden 
(Goldberg  und  Collins  1991).  Weitere  Beispiele  für  Erkrankungen  mit  Beteiligung  von 
Schwannzellen sind das Guillain-Barré-Syndrom (GBS) und die Lepra. Neue Daten über die 
Rolle von CXCR4 und CXCR7 gerade in der Entzündungssituation könnte in Zukunft zu 
einem besseres Verständnis dieser Erkrankungen und evtl. zu neuen Therapieformen führen. 
Im  Interesse  dieser  künftigen  Untersuchungen  ist  es,  über  ein  leicht  zu  verarbeitendes 
Modellsystem für Schwannzellen zu verfügen, dessen Verhalten dem primärer Schwannzellen 
weitestgehend entspricht. 
Hinsichtlich  der  Signalkaskade  von  CXCR4  und  CXCR7  zeigen  sich  ausgeprägte 
Übereinstimmungen  der  Ergebnisse  dieser  Arbeit  mit  den  bereits  vorhandenen  Daten  für 
primäre Schwannzellen (Ödemis et al. 2010). Das bedeutet, dass diese Signalwege offenbar 
nicht signifikant durch die Transformation in eine Schwannomzelllinie verändert worden. Es 
kann  also  konstatiert  werden,  dass  mit  RN22  ein  valides  Modellsystem  für  künftige 
Untersuchungen an Schwannzellen zur Verfügung steht.
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5. Zusammenfassung
Schwannzellen sind die myelinisierenden Gliazellen des peripheren Nervensystems und leisten 
damit einen unverzichtbaren Beitrag zur Leistungsfähigkeit des Nervensystems. Sie sind auch 
von zentraler Bedeutung bei Regenerationsprozessen – etwa nach traumatischen Nervenläsionen 
– wobei sie das Wachstum neuer Axone stimulieren und hierfür Leitstrukturen bilden. SDF-1 
(CXCL12)  ist  ein  Chemokin  der  CXC-Unterfamilie,  das  ursprünglich  aufgrund  seiner 
chemotaktischen Wirkung auf hämatopoietische Stammzellen sowie reife Blutzellen identifiziert 
wurde. Wie spätere Untersuchungen zeigten, besitzt SDF-1 eine pleiotrope Wirkung und spielt 
nicht  nur  im  hämatopoietischen  System,  sondern  auch  bei  der  Entwicklung  und  Funktion 
weiterer Organsysteme, wie dem Herz-Kreislauf-System und dem Nervensystem, eine wichtige 
Rolle.  Zielzellen von SDF-1 im Nervensystem sind neben Neuronen und Endothelzellen der 
Hirnblutgefäße vor  allem Gliazellen.  Nachdem ursprünglich davon ausgegangen wurde,  dass 
SDF-1 selektiv über den Chemokinrezeptor CXCR4 wirkt, zeigte sich später, dass auch CXCR7 
als Rezeptor fungiert. Die gegenwärtige Datenlage legt dabei den Schluss nahe, dass abhängig 
vom Zelltyp  CXCR7  entweder  die  Wirkung  von  CXCR4 moduliert  oder  aber  eigenständig 
Signale übermittelt. Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war es, zu klären, ob Schwannzellen 
CXCR4  bzw.  CXCR7  exprimieren  und  welche  Rolle  diese  Rezeptoren  bei  der  SDF-1-
abhängigen Signalantwort  und den damit  verbundenen zellulären Effekten spielen.  Für  diese 
Untersuchungen  wurde  aufgrund  der  besseren  Verfügbarkeit  und  der  hohen  zellulären 
Homogenität  auf  die  aus  Ratten  gewonnene  Schwannzelllinie  RN22  zurückgegriffen.  Die 
Polymerasekettenreaktion und die Western-Blot-Analyse bestätigten, dass RN22-Zellen CXCR4 
und  CXCR7  sowohl  auf  mRNA-  als  auch  auf  Proteinebene  exprimieren.  Die 
Durchflusszellsortierung  (FACS)  zeigte  darüber  hinaus,  dass  die  Rezeptoren  auch  auf  der 
äußeren Zellmembran von RN22-Zellen vorliegen und damit durch SDF-1 aktivierbar sind. Eine 
anschließende Signalwegsanalyse ergab, dass die 5-minütige Behandlung von RN22-Zellen mit 
SDF-1  zur  Aktivierung  der  Kinasen  Erk1/2,  p38  und  Akt  führt.  Durch  Verwendung  eines 
Migrationsassays  konnte  zusätzlich  demonstriert  werden,  dass  SDF-1  eine  chemotaktische 
Wirkung  auf  RN22-Zellen  ausübt.  Interessanterweise  unterblieb  die  SDF-1-abhängige 
Aktivierung  von  Erk1/2,  p38  und  Akt  nach  pharmakologischer  Inaktivierung  sowohl  von 
CXCR4  als  auch  von  CXCR7.  Ähnlich  war  auch  die  SDF-1-anhängige  Chemotaxis  durch 
Inaktivierung eines  der  beiden Chemokinrezeptoren zu blockieren.  Diese Befunde legen den 
Schluss  nahe,  dass  anders  als  in  den bisher  untersuchten  Zelltypen CXCR4 und CXCR7 in 
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Schwannzellen eine funktionelle Rezeptoreinheit bilden. Schwannzellen stehen bei einer Reihe 
von  Erkrankungen  des  peripheren  Nervensystems,  wie  dem  Guillain-Barré-Syndrom,  dem 
Schwannom und der Lepra im Zentrum des Krankheitsgeschehens. Die genauere Kenntnis der 
Rolle von CXCR4 und CXCR7 in diesen Zellen könnte deshalb in Zukunft nicht nur zu einem 
besseren Verständnis dieser Erkrankungen, sondern auch zu neuen Ansatzpunkten für innovative 
Therapieformen führen.
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6. Abstract
Being the myelinating glia of the peripheral nervous system, Schwann cells play an important 
role in high advanced nervous systems. They are a part of nerval regeneration by providing both 
chemotactic  and  structural  guidance  for  the  growing  new  axon.  SDF-1  (CXCL12)  is  a 
chemokine of the CXC family which was first identified as a chemoattractant for haematopoietic 
stem  cells  and  mature  leukocytes.  Subsequent  studies  revealed  pleiotrophic  effects  of  this 
chemokine. Among others SDF-1 controls the development of the cardiovascular system and the 
nervous system. Beside neurons and cerebrovascular endothelial cells, glial cells are the main 
targets for SDF-1 in the nervous system. SDF-1 was originally thought to exclusively bind to and 
signal through CXCR4.  Later studies then led to the identification of CXCR7 as an additional 
receptor for the chemokine. Currently available data suggests that depending on the cell type 
CXCR7 either modulates CXCR4 signaling or activates cell signaling by itself. Aim of this study 
was to determine, whether CXCR4 and CXCR7 are expressed by Schwann cells and if so to 
analyze the role of both receptors in SDF-1-dependent cell signalling and subsequent effects on 
cell  function.  Schwann  cell  line  RN22  was  used  for  these  experiments,  providing  several 
advantages over primary Schwann cells. RN22 cells are readily available and in addition are of 
high cellular homogeneity. Polymerase chain reaction (PCR) and Western Blotting verified the 
expression of CXCR4 and CXCR7 on both the mRNA and protein levels. Fluorescence-activated 
cell sorting (FACS) further allowed to demonstrate that CXRC4 and CXCR7 are expressed on 
the outer cell  surface of RN22 cells,  which represents a prerequisite  for SDF-1 binding and 
activation of cell signalling. Signal pathway analysis revealed that treatment of RN22 cells with 
SDF-1 for 5 min results in the activation of Erk1/2, p38 and Akt. The use of a migration assay 
further demonstrated that SDF-1 induces a chemotactic response in RN22 cells. Both, SDF-1-
dependent  activation  of  Erk1/2,  p38,  and  Akt  as  well  as  SDF-1-dependent  chemotaxis  was 
abrogated following pharmacological inactivation of either CXCR4 or CXCR7. These findings 
are consistent with the view that unlike in other cell types CXCR4 and CXCR7 form a functional 
receptor unit in Schwann cells.. Schwann cells play crucial roles in a variety of diseases of the 
peripheral nervous system, such as Guillain–Barré syndrome, schwannomas, and leprosy. Future 
findings on the role of CXCR4 and CXCR7 signalling in Schwann cells will not only lead to a 
better understanding of these diseases. They could also pave the way for innovative forms of 
therapy.
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